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 Acrónimos 
 
Ac = acetato 
ac. = acuoso 
ABC = ATP-Binding Cassette Transporter 
ADHP = análogo de dihidropiranona. 
ADNc = ADN complementario  
AP3E = análogo pironetina 3 estereocentros 
APC = Antigen Presenting Cells 
ATP = trifosfato de adenosina 
BLM = bleomicinas 
Bu = butilo 
br = banda o señal ancha 
CA-4 = combretastatina A-4 
CDK = Cyclin Dependent Kinase 
CENP-A = Centromere Protein 
COL =colchicina 
CLM = leucemia mieloide crónica 
d = doblete 
DCC = diciclohexilcarbodiimida 
DIPEA = N,N-diisopropiletilamina 
DM1A = anticuerpo anti-alfa tubulina 
DMAP = 4-(N,N-dimetilamino)piridina 
DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle  
Medium 
DMF = N,N-dimetilformamida 
DMSO = dimetilsulfóxido 
dppf = [1,1’-bis(difenil-fosfina)ferroceno]  
EB1 = End-Binding Protein 1 
ECs = células endoteliales 
ELISA = Enzyme Linked Inmuno  
Sorbent Assay 
EMA = European Medicines Agency 
eq = equivalentes 
Et = etilo 
FBS = suero fetal bovino 
FDA = Food and Drug Administration 
5-FU = 5-fluorouracilo 
FMF = fiebre mediterránea familiar 
GAB = tampón de ensamblaje de glicerol 
GIST = tumores del estroma gastrointestinal 
GTP = trisfosfato de guanosina 
Icp2BCl = cloruro de diisopinocanfeil borano 
ILLC = leucemia linfocítica crónica 
m = multiplete 
MAP = Microtubule Associated Proteins 
MCAK = Mitotic Centromere-Associated  
Kinesis 
MDR = resistencia múltiple a fármacos 
MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus   
MRP = Multidrug Resistance-associated Protein 
MT = microtúbulo 
MTT = bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-
difeniltetrazolio  
MTX = metotrexato 
PBS = tampón de fosfato 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
PDHP = pentildihidropiranona 
P.f. = punto de fusión 
POD = podofilotoxina 
q = cuadruplete 
quint = quintuplete 
QSAR = relación cuantitativa estructura 
 actividad 
RCM = Ring Closing Metathesis 
RTK = receptores tirosina-quinasa 
s = singulete 
sext = sextuplete 
t = triplete 
T = temperatura 
temp. amb. = temperatura ambiente 
Tf = triflato 
TBDMS = TBS = t-butildimetilsililo 
TERT=Telomerase Reverse Transcriptase 
THF = tetrahidrofurano 
TLC = cromatografía en capa fina 
VB = vinblastina 
VEGF= factor de crecimiento del 
endotelio vascular 
VPH = virus del papiloma humano 
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CAPÍTULO I 
 

  
1 Introducción 
1 INTRODUCCIÓN 
1.1 PRODUCTOS NATURALES EN QUÍMICA MÉDICA 
Se puede considerar la síntesis de la urea, llevada a cabo por el químico 
alemán Friedrich Wöhler en 1828, como el inicio de la síntesis orgánica.1 A 
este logro sintético le siguió la síntesis del ácido acético, conseguida en 1845 
por Adolph Kolbe a partir de disulfuro de carbono.2  
El concepto de asimetría de los compuestos orgánicos fue introducido por 
el químico alemán Emil Fischer quien diseñó un sistema de representación 
bidimensional de las estructuras de los azúcares (proyección de Fisher), 
sistema empleado aún hoy en día. 
H2N NH2
O
Urea
Wöhler (1828)
CHO
H OH
HO H
H OH
H OH
CH2OH
D-glucosa
CH2OH
O
HO H
H OH
H OH
CH2OH
D-fructosa
 
Figura 1.1. Estructura de la urea y proyecciones de Fischer de la D-glucosa y la D-
fructosa. 
 
Fischer demostró que las proteínas están formadas por cadenas de 
aminoácidos, logrando la hidrólisis de las proteínas complejas en sus 
constituyentes aminoacídicos. También determinó la estructura de trece 
azúcares, algunos de ellos, como la glucosa y la fructosa, de enorme 
importancia biológica. Fischer ordenó y clarificó el campo de las bases 
púricas, de las que llegó a sintetizar más de 150 derivados, demostrando que 
a estas clases estructurales pertenecen también la guanina, la adenina, el 
                                               
1
 (a) Wöhler, F. Ann. Phys. Chem. 1828, 12, 253. (b) Cohen, P. S.; Cohen, S. M. J. Chem. Ed. 
1996, 73, 883-886. 
2
 (a) Nicolaou, K. C.; Montagnon, T. Molecules that changed the world. WILEY-VCH, Weinheim, 
2008.  (b) http://www.egiptologia.org/fuentes/papiros/ebers/ 
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ácido úrico, la cafeína, la teobromina y la teofilina.3 E. Fischer fue galardonado 
con el premio Nobel de Química en el año 1902 por sus trabajos sobre síntesis 
de azúcares y purinas. 
 
Figura 1.2. Estructura de la purina, de la xantina y de metabolitos relacionados. 
 
La fascinante historia de la síntesis de la aspirina (ácido acetilsalicílico) es 
un claro ejemplo de descubrimiento y optimización de un fármaco a partir de 
un producto natural manipulado químicamente. Hace 3.500 años los egipcios 
administraban preparados de hierbas, que contenían ácido salicílico, como 
remedio para el reumatismo y los dolores de espalda. La preparación de este 
remedio se encuentra descrita en el llamado papiro de Ebers, una colección 
de 877 recetas medicinales que data de esta época.2 En 1763, la Real 
Sociedad de Londres publicó un artículo del reverendo Edward Stone en el 
que demostraba la disminución de la fiebre en cincuenta pacientes a los que 
se les había suministrado un extracto pulverizado de corteza de sauce diluido 
en agua, té o cerveza.4 En 1828, el profesor de farmacia Johann Andreas 
Buchner, purificó un extracto de corteza de sauce al que llamó salicina. Diez 
años más tarde, el químico italiano Raffaele Piria, en la universidad de la 
                                               
3
 McMurry, J. Organic Chemistry (7th ed.). Brooks/Cole Pub Co, California, 2008. 
4
 Stone E. Philosophical Transactions 1763, 53, 195-200.  
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Sorbona de París, hidrolizó la salicina y oxidó el grupo hidroximetilo del aglicón 
para obtener el ácido salicílico.  
 
Figura 1.3. Estructuras de la salicina, del ácido salicílico y del ácido acetilsalicílico 
 
La primera síntesis de aspirina la consiguió, en 1853, el químico francés 
Charles Fréderic Gerhardt. Años más tarde el químico alemán Karl-Johann 
Kraut logró cristalizar el ácido acetilsalicílico, pero no lo comercializó como 
analgésico debido a sus numerosos efectos secundarios. En 1860, Hermann 
Kolbe, quien había conseguido sintetizar la urea, 1 obtuvo el ácido salicílico 
mediante la reacción del fenolato sódico con dióxido de carbono, a 125ºC y 
100 atmósferas de presión.5 En 1897, Felix Hoffmann, químico que trabajaba 
a la sazón en la empresa Bayer, sintetizó y cristalizó el ácido acetilsalicílico 
con un grado de pureza tal que permitía su uso terapéutico sin los efectos 
secundarios asociados al ácido acetilsalicílico impuro que se comercializaba 
hasta la fecha. Este logro permitió a la empresa Bayer la comercialización del 
ácido acetilsalicílico, que fue lanzado al mercado con el nombre de Aspirina®.6  
Otro ejemplo clásico de producto natural con propiedades terapéuticas es 
la quinina, producto natural producido por especies del género Cinchona. Los 
nativos americanos trataban la fiebre mediante infusiones obtenidas de la 
corteza de un árbol, denominado por ellos quina. En el siglo XVII este remedio 
salvó de la muerte a Ana de Osorio, condesa de Chinchón, esposa del virrey 
de Perú, aquejada de lo que por entonces se denominaba fiebre de los 
pantanos. El remedio fue traído a Europa por los jesuitas y conoció uno de los 
                                               
5
 Kolbe, H. Annalen der Chemie und Pharmacie 1860, 113, 125-127.   
6
 Weissmann, G. Sci. Am. 1991, 84-90. 
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más espectaculares éxitos terapéuticos gracias a la curación de Luis XIV, que 
fue tratado con infusiones del árbol de la quina. La quinina ha sido objeto de 
varias síntesis totales pero entre ellas destaca la conseguida por G. Stork y 
colaboradores en 2001, quienes consiguieron la primera síntesis total 
estereoselectiva de este alcaloide.7 
 
Figura 1.4. Árbol de la quina y estructura de la quinina 
 
El opio es un mezcla de sustancias que se extrae de las cápsulas verdes 
de la adormidera (Papaver somniferum). Entre los compuestos que forman el 
extracto se encuentra la morfina, que fue aislada del opio en 1803 por Wilhelm 
Adam Sertürner y Armand Séquin.8 La morfina es un alcaloide que posee 
potentes propiedades analgésicas, aunque su principal inconveniente es la 
producción de adicción y de tolerancia al fármaco. La codeína es un derivado 
metilado no adictivo de la morfina que se emplea como analgésico, sedante y 
antitusígeno. El organismo metaboliza la codeína en el hígado y la convierte 
en morfina, pero la baja velocidad de desmetilación hace que el efecto adictivo 
de la codeína sea menor que el de la morfina.9 En 1874 el científico inglés C. 
R. Alder Wright sintetizó la diacetilmorfina (heroína) mediante reacción de la 
morfina con ácido acético a altas temperaturas. En poco tiempo se demostró 
                                               
7
 Stork, G.; Niu, D.; Fujimoto, A.;  Koft, E. R.;  Balkovec, J. A.; Tata, J. R.; Dake, G. R. J. Am. 
Chem. Soc. 2001, 123, 3239-3242. 
8
 Gates, M.; Tschudi, G. J. Am. Chem. Soc. 1956, 78, 1380-1393. 
9
 (a) Rice, K. C. J. Med. Chem. 1977, 20, 164-165. (b) Lawson, J. A.; DeGraw, J. I. J. Med. 
Chem. 1977, 20, 165-166. 
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que la adicción provocada por la heroína era mucho más intensa que la que 
producía la morfina. 
 
Figura 1.5. Estructuras de la morfina, codeína y heroína. 
Louis Pasteur fue el primer investigador en describir la enantiomería, al 
observar en el microscopio que el ácido tartárico sintetizado en el laboratorio 
estaba constituido por dos tipos de cristales que eran imágenes especulares 
entre sí y giraban el plano de la luz polarizada en direcciones opuestas.10 A  
Pasteur se debe el desarrollo del proceso de esterilización consistente en 
eliminar los agentes patógenos de los alimentos mediante calentamiento, 
conocido desde entonces como pasteurización en honor a este científico. 
Paul Ehrlich y su colega Kiyoshi Shiga encontraron que la estructura del 
colorante conocido como rojo de tripano era capaz de matar al parásito 
Trypanosoma gambiense, agente causante de la muerte por la enfermedad 
del sueño transmitida por la mosca tse-tse africana.  
 
 
Figura 1.6. Estructura del rojo de tripano. 
                                               
10
 Gal, J., Stereochemical Vocabulary for Structures that are Chiral but not Asymmetric: History, 
Analysis, and Proposal for a Rational Terminology, 2011 Willey-Liss, Inc. 
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El mismo P. Ehrlich desarrolló en 1909 la arsfenamina (salvarsán), un 
compuesto con propiedades antibióticas que se empleó en el tratamiento de la 
sífilis. Se creía que la estructura del salvarsán era la indicada en la parte 
izquierda de la Figura 1.7, pero en el año 2005 N. C. Lloyd y colaboradores 
demostraron que el salvarsán era en realidad un mezcla compuesta por un 
trímero y un pentámero (véase la parte derecha de la Figura 1.7).11 
As
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R
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As
As
As
R
R
R
R
R
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propuesta para el salvarsan
Estructura del salvarsan
 
Figura 1.7. Estructura original del salvarsán y estructuras correctas. 
 
El primer fármaco de síntesis con amplia acción bactericida fue el Prontosil 
rubrum, un colorante azoico que in vivo genera p-aminobencenosulfonamida, 
que es el auténtico agente bactericida (véase la Figura 1.8).  
 
 
 
Figura 1.8. Conversión del prontosil rubrum en p-aminobencenosulfonamida. 
 
 El prontosil rubrum fue desarrollado en 1927 por Gerhard Domagk en los 
laboratorios I. G. Farbenindustrie y se empleó en el tratamiento de infecciones 
                                               
11
 Lloyd, N. C.; Morgan H. W.; Nicholson, B . K.; Ronimus, R. S. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 
44, 941-944. 
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de garganta causadas por Streptococci. G. Domagk fue galardonado en 1939 
con el premio Nobel en Medicina o Fisiología por el desarrollo del prontosil. 
El momento cumbre en el descubrimiento de productos bactericidas corrió 
a cargo del médico británico Alexander Fleming en 1928. Al inspeccionar sus 
cultivos, descubrió que un hongo había colonizado espontáneamente una de 
las placas Petri sembradas con Staphylococcus aureus y que las colonias 
bacterianas que se encontraban alrededor del hongo, identificado 
posteriormente como Penicillium notatum, eran transparentes debido a una 
lisis bacteriana. Aunque no pudo purificar el material obtenido, denominado 
posteriormente penicilina, publicó su descubrimiento en 1929 en la revista 
British Journal of Experimental Pathology. Durante la Segunda Guerra Mundial 
los químicos Ernst Boris Chain y Howard Walter Florey desarrollaron un 
método de purificación de la penicilina, lo que permitió el tratamiento 
penicilínico de amplias capas de la población. En 1945, Fleming, Chain y 
Florey recibieron el premio Nobel en Medicina o Fisiología por sus 
investigaciones sobre la penicilina, primer ejemplo descrito de la clase de 
productos bactericidas denominados antibióticos. 
La estructura de la penicilina fue propuesta en los años 40 del siglo pasado 
por Robert Robinson y John Cornforth y fue confirmada en 1945 con los 
trabajos cristalográficos llevados a cabo por Dorothy Crowfoot Hodgkin. 
Penicilina
O
H
N
N
S
OH
O
O
 
 
Figura 1.9. Estructura de la penicilina. 
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En 1957 John C. Sheehan, investigador del Instituto de Tecnología de 
Massachussetts, consiguió la primera síntesis de la penicilina.12 A pesar de 
que la penicilina era muy efectiva en el tratamiento de un amplio número de 
infecciones, algunas cepas de bacterias se mostraban con el tiempo 
resistentes al fármaco. El fenómeno de la resistencia a antibióticos llevó a la 
búsqueda de nuevos compuestos con actividad antibiótica, lo que condujo al 
descubrimiento de potentes antibióticos de otros tipos estructurales, tales 
como la eritromicina A, la estreptomicina o la vancomicina (véase la Figura 
1.10). 
 
 
Figura 1.10. Estructuras de la eritromicina A, estreptomicina y vancomicina. 
                                               
12
 Sheehan, J. K.; Henery-Logan, K. J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 1262-1263. 
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1.2 EL CÁNCER 
El cáncer no es una única enfermedad sino un término amplio que abarca 
más de 200 enfermedades, que se caracterizan todas ellas por la proliferación 
descontrolada de células anormales que invaden y destruyen los tejidos 
circundantes.13 Según la Agencia Internacional en la Investigación del Cáncer, 
en 2008 se registraron 12,7 millones de nuevos casos de cáncer y la cifra de 
muertes provocada por esta enfermedad ascendió a 7,6 millones.  
Las causas del cáncer son varias y van desde factores externos, como 
agentes químicos, radiaciones, virus, etc; a causas internas, como mutaciones 
en los genes. Notablemente, los casos de cáncer debidos a factores 
puramente hereditarios solo representan un 10-15% del total. Los estudios de 
personas que se han mudado de un país a otro sugieren que la exposición a 
los factores de riesgo del cáncer es determinante a la hora de adquirir esta 
enfermedad. Por ejemplo, el índice de cáncer de colon es más bajo en Japón 
que en los  Estados Unidos y el índice de cáncer de estómago es más alto en 
aquél país que en éste. Sin embargo, esta diferencia desaparece 
gradualmente en las familias japonesas que se han mudado a los Estados 
Unidos, lo que sugiere que el riesgo de desarrollar los dos tipos de cáncer no 
viene determinado principalmente por factores genéticos.14 En la gran mayoría 
de los casos, los cánceres se desarrollan por una combinación de factores 
genéticos y factores ambientales.15 
En la parte de la izquierda de la Figura 1.11 se representa la distribución 
porcentual, según el sexo, de la mortalidad en 2011 provocada por los 
principales tumores malignos, mientras en la parte derecha se representa la 
                                               
13
 Graham L. Patrick. An Introduction to Medicinal Chemistry. Oxford University Press, 4th 
edition. 2009. 
14
 García-Barreno,  P. Rev. R. Acad. Cienc. Exact. Fís. Nat. 2006, 100, 55-82. 
15
 (a) García, M.; Jemal, A.; Ward, E.M.; Center, M.M; Hao, Y.; Siegel, R.L.; Thun, M.J. Global 
Cancer Facts & Figures, American Cancer Society, Atlanta. 2007. (b) International Agency for 
Research on Cancer: www.iarc.fr. 
  
10 CAPÍTULO I 
incidencia de los factores genéticos y ambientales en los diferentes tipos de 
cáncer. 
 
Figura 1.11. Parte de la izquierda: distribución porcentual, según sexo, de la 
mortalidad en 2011 provocada por los principales tumores malignos. Parte de la 
derecha: incidencia de los factores genéticos y ambientales en los diferentes tipos de 
cáncer (fuente INEGI 2012, www.inegi.org). 
 
Las etapas de un proceso cancerígeno se indican de manera gráfica en la 
Figura 1.12. El proceso se inicia con la aparición de una célula anormal 
provocada por algún tipo de alteración genética. El aumento anormal de este 
tipo de células provoca una hiperplasia, o incremento del tamaño del tejido u 
órgano en el que se ubican las células cancerosas.   
 
Figura 1.12. Etapas del proceso cancerígeno. 
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La hiperplasia va seguida de displasia o anormalidad en el desarrollo del 
tejido u órgano afectado. Las células displásicas sufren alteraciones atípicas 
que afectan a su tamaño, forma y organización. La displasia puede 
evolucionar hacia una neoplasia, que puede ser benigna, si se extiende de 
manera localizada, o maligna, caracterizada por un crecimiento acelerado que 
provoca compresión de los tejidos.  
Neoplasia maligna y cáncer son dos expresiones sinónimas en el lenguaje 
médico habitual, en el que es frecuente emplear el término neoplasia como 
sustituto de la palabra cáncer. El foco canceroso puede experimentar el 
fenómeno de metástasis, propagándose por vía sanguínea o linfática a 
órganos o tejidos distintos de aquél en el que se originó.  
De acuerdo con su origen celular, los tumores malignos de clasifican en 
cuatro grandes grupos: 
1) Carcinomas: son los más comunes entre los diferentes tipos de cáncer: 
Se originan a partir de células epiteliales, siendo los más frecuentes los de 
colon, pulmón, mama y próstata.  
2) Sarcomas: se forman a partir de células de tipo conectivo, tales como 
las de los músculos, cartílagos, huesos o tejidos. 
3) Linfomas: neoplasias originadas a partir del sistema linfático (ganglios 
linfáticos, timo o bazo). 
4) Leucemias: caracterizadas por la presencia de formas inmaduras, 
correspondientes a las diferentes clases de células circulantes en la sangre, 
causadas por la alteración de la hematopoyesis. Cabe distinguir dos grandes 
tipos de leucemias: las mieloides o de estirpe polimorfonuclear y las linfoides o 
de estirpe linfocitica B o T. 
A principios de 1970 menos de un tercio de los pacientes con un 
diagnóstico de cáncer lograban tasas de supervivencia que superaban los 
cinco años de vida. En marzo de 1971, el entonces presidente de Estados 
Unidos Richard Nixon declaró la guerra contra el cáncer cuyo objetivo era 
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erradicar de forma rápida y radical esta enfermedad. Este ambicioso programa 
de lucha contra el cáncer impulsó notablemente la investigación de esta 
enfermedad. Según datos de la American Cancer Society el descenso anual 
de muertes por cáncer desde que se disponen de datos es del 1% (1999-
2008).16  
1.3 EL GENOMA HUMANO Y EL CÁNCER 
El 24 de abril de 1953 apareció publicada en la revista Nature la 
estructura del ácido desoxirribonucleico (ADN) propuesta por J. Watson y F. 
Crick.17 Este hecho marcó un antes y un después en la historia de la ciencia. 
En 1975, F. Sanger desarrolló el primer método de secuenciación de ADN.18 
La técnica de Sanger se empleó en 1977 para secuenciar el genoma del 
bacteriófago Phi-X174. En 1986, Hood y colaboradores inventaron un equipo 
que permitía la secuenciación automatizada del ADN, lo que permitió el 
descubrimiento de un gran número de genes humanos.19 Mínimas variaciones 
en la secuencia nucleotídica del ADN pueden predisponer a padecer ciertas 
enfermedades.20 Por ejemplo, diferencias en un solo nucleótido en el gen 
APOE están asociadas con la enfermedad de Alzheimer, o una simple 
deleción en el gen CCR5 receptor de quimioquinas es la responsable de la 
resistencia al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y al SIDA.21 
El descubrimiento en 1982 del primer oncogén humano por el equipo de R. 
A. Weinberg ha ayudado a entender los mecanismos moleculares implicados 
en la carcinogénesis. 22 Este investigador publicó en el año 2000, junto con D. 
                                               
16
 www.cancer.gov 
17
 Watson, J.; Crick, F. H. C. Nature, 1953, 737-738. 
18
 Sanger, F.; Coulson, A. R. J. Mol. Biol. 1975, 94, 441-448. 
19
 http://web.mit.edu/invent/a-winners/a-hood.html 
20
 http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/home.shtml 
21
 Margarita Salas Science 2001. El genoma humano. Repercusiones médicas del 
descubrimiento del genoma humano. Cap. 4. Centro de Biologia Molecula Severo Ochoa. UAM. 
22
 Tabin,C. J.; Bradley, S. M.; Bargmann, C. I.; Weinberg, R. A.; Papageorge, A. G.; Scolnick, E. 
M.; Dhar, R.; Lowy, D. R.; Chang, E. H. Nature 1982, 300, 143-149. 
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Hanahan, un artículo titulado The Hallmarks of Cancer23 en el que se 
proponían seis requisitos que una célula anormal debía cumplir para dar lugar 
a un tumor canceroso. Estos requisitos se representan de forma gráfica en la 
Figura 1.13 y son: 
1) Autoestimulación del crecimiento por la propia célula cancerosa debido a 
una desregulación de los factores de crecimiento. 
2) Resistencia a las señales de parada del crecimiento. 
3) Resistencia a la apoptosis (muerte celular programada). 
4) Estimulación del crecimiento de nuevos vasos sanguíneos 
(angiogénesis), que aportan oxígeno y nutrientes al tumor. 
5) Capacidad ilimitada de multiplicación. 
6) Invasión de los tejidos circundantes y diseminación a lugares alejados 
del tumor primario (metástasis). 
 
Figura 1.13. Características de las células cancerosas. 
 
                                               
23
 Hanahan, D.; Weinberg, R. A. Cell 2000, 100, 57-70.  
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En al año 2011 Weinberg y Hanahan propusieron cuatro nuevos requisitos 
a añadir a los seis anteriores.24 Estos requisitos adicionales son: 
1) Presencia en las células cancerígenas de vías metabólicas anormales.  
2) Evasión de las acciones de control que lleva a cabo el sistema 
inmunitario. 
3) Anormalidades cromosómicas y ADN inestable. 
4) Inflamación.  
1.4  ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMORES 
Los proto-oncogenes son genes que se encargan de la codificación de 
proteínas y de controlar el proceso de división celular. La mutación de estos 
genes provoca el funcionamiento anormal de la célula pudiéndose convertir 
ésta en cancerosa. En estos casos los genes mutados reciben el nombre de 
oncogenes. Ejemplos de oncogenes son el gen RAS que codifica la proteína 
Ras cuya forma mutada está presente en el 20-30% de cánceres. O el gen 
HER2, localizado en el brazo grande del cromosoma 17, que codifica la 
proteína denominada receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, o 
Her2) esencial para el crecimiento de células normales, pero que se encuentra 
sobreexpresado en diversos tumores. En la Figura 1.14 se representa a la 
izquierda una célula sana, con la proteína transmembrana Her2 iniciando la 
cascada de señalización celular.  
                                               
24
 Hanahan, D.; Weinberg, R. A. Cell 2011, 144, 646-674. 
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Figura 1.14. Mutación de un gen que da lugar a una célula cancerosa por 
sobreexpresión de la proteína Her2. 
En la parte de la derecha de la Figura 1.14 se representa una célula 
cancerosa en la cual la desregulación del gen HER2 ha provocado la 
formación de un número anómalo de receptores Her2, que son incapaces de 
controlar adecuadamente el funcionamiento celular. 
El daño en el ADN desencadena mecanismos celulares encaminados a la 
reparación del mismo. Si la célula no es capaz de repararlo se pone en 
marcha el mecanismo de apoptosis, o muerte celular programada.25 Los genes 
supresores de tumores también llamados anti-oncogenes son los encargados 
de reparar los daños celulares, siendo un ejemplo de ellos el gen P53 que 
codifica la proteína p53. Hasta la fecha se han identificado más de 100 
oncogenes y unos 30 genes supresores de tumores ó anti-oncogenes. En 
células cancerosas las mutaciones en los proto-oncogenes desregulan su 
expresión y/o alteran su estructura. Por otro lado, los genes supresores de 
tumores, que son los encargados de mantener el crecimiento celular normal, 
sufren mutaciones en las células cancerosas, por lo que dejan de ejercer su 
                                               
25
 Penn, L. Z.; Curr. Opin. Invest. Drugs  2001, 2, 684-692. (b) Zhou, B.; Liu, Z. L., Pure Appl. 
Chem. 2005, 77, 1887-1903. (c) Park. H.J.; Jung, H.J.; Lee, J.T.; Choi, J. Nat. Prod. Sci., 2006, 
12, 175-192. 
  
16 CAPÍTULO I 
papel de control. Un número muy elevado de cánceres se deben a mutaciones 
en los genes supresores de tumores. 
1.5  TELOMERASA 
El telómero es un polinucleótido contenido en la cromatina que forma el 
cromosoma. Los telómeros, debido a su forma especial de empaquetamiento, 
están implicados en el mantenimiento de la integridad del ADN funcional de 
los cromosomas, protegiéndolo del ataque de exonucleasas que pueden 
provocar la pérdida de nucleótidos de los extremos de la molécula de ADN. 
Otra función de los telómeros es la de impedir que se produzcan fusiones 
espontáneas entre los extremos de los cromosomas.26 
Los telómeros humanos están formados por secuencias repetitivas de seis 
nucleótidos del tipo TTAGGG. En los telómeros pueden identificarse tres 
regiones bien diferenciadas. La primera, llamada porción distal, adopta una 
conformación de bucle estabilizada por los factores de unión a las repeticiones 
teloméricas. Un segundo fragmento, adyacente al anterior, denominado región 
intermedia, que es una cadena doble no nucleosomal y una tercera región, 
denominada proximal, que contiene nucleosomas con disposición irregular.27 
El ADN de células normales puede replicarse hasta 50-60 veces durante 
su ciclo vital siendo la ADN polimerasa la principal enzima encargada de este 
proceso. Esta enzima es incapaz de copiar de forma completa toda la 
secuencia de nucleótidos del extremo 5', por lo que los telómeros sufren un 
acortamiento de entre 50-200 pares de bases en cada división. Después de 
muchas replicas, el telómero se acorta, el ADN se inestabiliza y, finalmente, la 
célula muere. Ciertas células con alto potencial replicativo pueden crear 
                                               
26
 Londoño-Valleio, J. A.; Welliner, R. J. Trends Biochem. Sci. 2012, 37, 391-399. 
27
 Pérez, M. R.; Dubner, D.; Michelin, S.; Gisone, P.; Carosella, E. Medicina 2002, 62, 593-603. 
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nuevas secuencias teloméricas por la acción de la enzima telomerasa. La 
telomerasa está formada por tres componentes:28 
a) Componente ribonucleotídico, denominado TER, de Telomerase RNA, 
que contiene la porción de ARN de la telomerasa. La longitud del componente 
TER depende de las especies, y puede contener entre 146 a 1.544 
nucleótidos. La secuencia molde del telómero suele tener una longitud de 
entre 9 y 28 nucleótidos y también es característica de cada especie. 
b) Componente proteico, denominado TERT, de Telomerase Reverse 
Transcriptase, que es la parte de la enzima que contiene la capacidad 
transcriptasa inversa encargada de la transcripción de la parte TER en ADN.  
c) La proteína diskerina (Dkc1) que se encarga del ensamblaje entre TERT 
y TER. 
La hebra de ADN telomérico no apareada presenta repeticiones en tándem 
ricas en guanina. Esta hebra se pliega sobre sí misma provocando el 
apareamiento de la guanina con el nucleótido citosina mediante tres enlaces 
de hidrógeno, en lugar de dos como en el caso de adenina con timina, lo que 
confiere mayor estabilidad al telómero. La telomerasa reconoce las secuencias 
del telómero y lleva a cabo una extensión del mismo en la dirección 5'-3', 
utilizando como molde para la síntesis de ADN su propia molécula de ARN sin 
necesidad de cebador alguno. La enzima reconoce su molde de ARN con el 
ADN del telómero y añade las bases una a una hasta completar la secuencia 
de ADN complementaria a su ARN. Tras esto, se desplaza más adelante y 
repite este mecanismo, construyendo de este modo el telómero de forma 
discontinua. Los nucleótidos se enlazan entre sí mediante la acción de la 
enzima ADN polimerasa. En la Figura 1.15 se representa esquemáticamente 
el modo de actuación de la enzima telomerasa. 
                                               
28
 Blasco, M. A. Nat. Rev. Genet. 2005, 6, 611-622. 
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Figura 1.15. Elongación de los telómeros por la acción de la telomerasa 
(Fuente:Telomere extension by telomerase. www.qiagen.com). 
El componente proteico TERT se expresa únicamente en células donde la 
telomerasa está activa, por lo que se le considera un factor de control de esta 
enzima. El 85% de los cánceres exhiben actividad telomerasa manteniéndose 
la longitud del telómero intacta debido a la expresión de la enzima.13  
La enzima telomerasa es activada por la proteína c-Myc, factor de 
transcripción que aumenta la expresión del gen TERT. El gen c-MYC es un 
oncogén capaz tanto de favorecer la proliferación celular como la apoptosis, 
así mientras su ablación conduce a la parada de la proliferación celular su 
sobreexpresión es un estímulo apoptótico. 
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1.6  ANGIOGENESIS 
La angiogénesis se define como el proceso de formación de nuevos vasos 
sanguíneos a partir de la vasculatura preexistente. El proceso angiogénico 
implica la migración y proliferación de células endoteliales (ECs), la formación 
y organización de grupos celulares en estructuras tubulares y la formación de 
vasos sanguíneos estables. La angiogénesis es un fenómeno normal durante 
el desarrollo embrionario, el crecimiento, el ciclo menstrual y en la cicatrización 
de las heridas. En el adulto, la red vascular es quiescente y la angiogénesis se 
activa solo de forma local y transitoria, como en los casos de isquemia o daño 
tisular. Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis:29 
a) La angiogénesis fisiológica/normal, proceso que tiene lugar durante la 
embriogénesis y que continúa después del nacimiento en el desarrollo 
temprano post-natal. Este proceso permite el aporte de oxígeno y de los 
nutrientes requeridos por los órganos en crecimiento y proporciona señales 
promotoras morfológicas, siendo fundamental en la formación del hueso 
endocondral y en el crecimiento del esqueleto. 
b) La angiogénesis patológica/anormal, que se produce cuando se alcanza 
y se sobrepasa el umbral entre los estimuladores y los inhibidores 
angiogénicos. Se pueden distinguir dos tipos de angiogénesis patológica:  
b1) La angiogénesis activada, en la que dominan los niveles de moléculas 
pro-angiogénicas. Este tipo de angiogénesis está asociada, muy 
frecuentemente, a enfermedades malignas, además de estar implicada en la 
obesidad, el asma, la diabetes, la cirrosis, la esclerosis múltiple, la 
endometriosis, el SIDA, las infecciones bacterianas y las enfermedades auto-
inmunes. 
b2) La angiogénesis inhibida, en la que dominan los niveles de moléculas 
anti-angiogénicas. Este proceso está asociado al mal funcionamiento de 
                                               
29
 Martínez-Ezquerro, J. D.; Herrera, L. A. Cancerología 2006, 1, 83-96. 
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células endoteliales (ECs) e impide la revascularización, la cicatrización y la 
regeneración de los vasos sanguíneos. 
En ausencia de señales de crecimiento, las células endoteliales de vasos 
sanguíneos inmaduros están sujetas a una muerte celular programada 
(apoptosis). El Factor de Crecimiento Endotelial Vascular conocido con el 
acrónimo VEGF, de sus siglas en inglés (Vascular Endothelial Growth Factor), 
juega un papel muy importante en el proceso angiogénico puesto que 
contribuye a evitar la apoptosis de las células del endotelio vascular.  
La angiogénesis está implicada en el crecimiento de tumores sólidos ya 
que su puesta en acción provoca el crecimiento y la propagación (metástasis) 
de los tumores. En la parte de la izquierda de la Figura 1.16 se representa en 
verde una acumulación de células cancerosas. En la parte de la derecha de la 
Figura 1.16 se representa el crecimiento del sistema de vasos sanguíneos que 
permite el aporte de los nutrientes que el tumor necesita para crecer. 
 
 
Figura 1.16. Tumor localizado (izquierda) y crecimiento del tumor mediante acción del 
proceso angiogénico.  
 
Muchos compuestos anti-angiogénicos actúan inhibiendo la acción del 
VEGF o de sus receptores VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor 
Receptor). 
  
21 Introducción 
1.7 DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS FÁRMACOS 
Los factores más importantes en la Química Médica moderna son la 
especificidad y la selectividad. Uno de los test comúnmente realizados para 
determinar la selectividad de un fármaco es el del canal ión potasio HERG. Si 
el compuesto inhibe este canal no puede ser considerado como buen 
candidato ya que su administración causará alteraciones en el ritmo cardíaco. 
El test de Ames es otro método realizado en la fase temprana de 
descubrimiento de un fármaco y tiene como finalidad detectar posibles 
mutaciones o efectos carcinogénicos en los nuevos compuestos. 
En estas fases tempranas de desarrollo de un fármacos es necesario 
realizar experimentos in vitro (células aisladas, tejidos, enzimas) pero también 
se requieren ensayos in vivo para determinar si el compuesto en cuestión 
interacciona con la diana elegida y presenta la actividad farmacológica y 
farmacocinética deseada.  
Una vez realizados los experimentos de afinidad a la diana y los test de 
validación pertinentes se pasa a realizar el escaneo de una batería de 
compuestos para encontrar el óptimo en cuanto a especificidad y a 
selectividad. El reino vegetal proporciona una amplia variedad de posibilidades 
y ha sido es, y será una fuente rica en compuestos farmacológicamente 
activos. Los microorganismos, como bacterias y hongos, y los organismos 
marinos, como corales y esponjas también son importantes fuentes de 
compuestos biológicamente activos. Además de las fuentes naturales, las 
bibliotecas de compuestos sintéticos, mayoritariamente generadas en las 
empresas farmacéuticas a lo largo de los años, también proporcionan una 
amplísima variedad de potenciales compuestos farmacológicamente activos. 13 
El proceso de diseño y optimización de un fármaco es un largo camino en 
el que se llevan a cabo estudios de estructura-actividad (SAR) a fin de 
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identificar las partes de la molécula esenciales para su actividad biológica,30 y 
se analizan otras propiedades como la solubilidad, absorción, distribución, 
metabolismo y excreción (ADME), que vienen determinadas básicamente por 
la relación hidrofilicidad/hidrofobicidad o factor P. Los compuestos muy polares 
o muy hidrofílicos no pueden atravesar la membrana celular y no pueden ser 
utilizados como fármacos. Si el fármaco no cumple con estos requisitos de 
relación hidrofilicidad/hidrofobicidad se pueden utilizar profármacos, que son 
compuestos inactivos que se convierten en activos en el interior del organismo 
generalmente mediante el metabolismo enzimático.  
1.8  ENSAYOS PRECLÍNICOS 
Es imprescindible realizar ensayos de cualquier tipo de toxicidad de los 
candidatos a fármacos. Los ensayos se realizan in vitro y también in vivo con 
diferentes especies de animales y también se llevan a cabo estudios de 
toxicidad a largo plazo para comprobar si el fármaco tiene efectos tóxicos 
adversos, mutageneidad y anomalías en la reproducción.  
La toxicidad se expresa como LD50 (dosis letal requerida para matar al 
50% de los animales) y la relación entre LD50 y ED50 (dosis requerida para 
conseguir el efecto deseado en el 50 % de los animales) se le llama cociente o 
índice terapéutico. Sin embargo este parámetro no es suficiente para definir la 
toxicidad de un fármaco, lo que hace necesario realizar estudios adicionales 
metabólicos y de estabilidad. 
1.9  ENSAYOS CLÍNICOS13 
Cuando el fármaco ha superado satisfactoriamente los ensayos preclínicos 
con animales se procede a llevar a cabo los ensayos clínicos. Esta etapa 
                                               
30
 Rekka, E.A.; Kourounakis, P.N. Chemistry and Molecular aspects of Drug Design and action. 
CRC Press. 2008 by Taylon & Francis group. 
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clínica consta de cuatro fases y se extiende entre 5-7 años involucrando miles 
de pacientes y grandes cantidades de dinero. 
1.9.1  ESTUDIOS EN FASE I 
Los ensayos se realizan en humanos administrándose diferentes niveles 
del fármaco. Normalmente para cada dosis se eligen entre 6-12 individuos, 
administrando un placebo a dos o tres voluntarios. Para estudiar cómo el 
fármaco es metabolizado por el organismo se administra la droga con 
radiomarcador para determinar su absorción, distribución y excreción. Algunos 
fármacos, como los que se utilizan para el tratamiento del Alzheimer, se 
administran también a jóvenes sanos voluntarios para determinar la 
farmacocinética de este grupo en particular. Durante esta fase se realizan 
estudios de bioequivalencia que consisten en determinar la biodisponibilidad o 
fracción de fármaco que llega al torrente sanguíneo para una dosis y un 
tiempo determinados. Estos factores dependen principalmente del modo de 
administración del fármaco (píldora, pastilla, etc) y, en su caso, de los 
excipientes que contiene. 
1.9.2  ESTUDIOS EN FASE II 
Los estudios en esta fase pueden empezarse aún sin haber terminado la 
fase anterior y pueden dividirse en una primera fase temprana, denominada 
Fase IIa, y una final final denominada Fase IIb. En la primera se estudia si el 
fármaco tiene realmente valor terapéutico y si existen efectos secundarios 
evidentes. La Fase IIb se realiza con un mayor número de pacientes y se 
ensayan también diferentes dosis y se administra placebo a alguno de los 
voluntarios. Finalmente se determina el éxito del fármaco mediante los 
exámenes médicos y chequeos pertinentes. 
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1.9.3  ESTUDIOS EN FASE III 
En esta fase los ensayos se llevan a cabo del mismo modo que en la Fase 
II pero con mayor número de pacientes. Se comparan los resultados en los 
pacientes a los que se les ha administrado el fármaco y con los de aquellos a 
los que se les ha administrado el placebo. Si esta fase es superada se realiza 
un estudio del fármaco comparándolo con otros similares en el mercado, si los 
hay, y se procede a su registro. 
1.9.4  ESTUDIOS EN FASE IV 
Se comercializa el fármaco, manteniéndose bajo estricta vigilancia a fin de 
controlar su efectividad y sus eventuales efectos secundarios inesperados a 
más largo plazo. En la figura 1.16 se esquematiza el proceso de desarrollo de 
un fármaco. 
 
Figura 1.17. Proceso de descubrimiento, desarrollo y aprobación de fármacos. 
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1.10 TIPOS DE  MEDICAMENTOS ANTINEOPLÁSICOS  
Las tres armas tradicionales contra el cáncer son la cirugía, la radioterapia 
y la quimioterapia.31 La radioterapia y la quimioterapia ofrecen alternativas de 
tratamiento en aquellos casos en los que no es posible la cirugía y también 
pueden ser utilizadas en combinación con cualquiera de las otras 
aproximaciones terapéuticas.  
El término quimioterapia, en su sentido más amplio, se emplea para definir 
los tratamientos de enfermedades mediante el empleo de compuestos 
químicos, aunque hoy en día el término se emplea también en un sentido más 
restringido para referirse a los tratamientos empleados en combatir el cáncer. 
Los fármacos empleados en terapias antitumorales pueden clasificarse en 
función de su mecanismo de acción o del momento de actuación en el ciclo 
celular. A continuación se explican brevemente algunos de los compuestos 
antitumorales más empleados en terapias oncológicas clasificados por su 
modo de acción.  
1.10.1 ANTITUMORALES QUE ACTÚAN SOBRE EL ADN 
1.10.1.1 ANTIMETABOLITOS ANÁLOGOS DEL ÁCIDO FÓLICO 
Un antimetabolito es un compuesto que interfiere los procesos metabólicos 
normales de la célula.32 El empleo de antimetabolitos en tratamientos 
antitumorales se inició en 1948, cuando S. Farber y colaboradores 
descubrieron que la aminopterina, un antagonista del ácido fólico, provocaba 
remisión de la leucemia.33 Los antimetabolitos actúan en la fase S del ciclo 
celular interfiriendo la síntesis del ADN y del ARN. Entre los fármacos de tipo 
                                               
31
 (a) Boyle F. T.; Costello, G. F. Chem. Soc. Rev. 1998, 27, 251-261. (b) Gibbs, J. B. Science, 
2000, 287, 1969-1973. 
32
 Kaye, S. B. Brit. J. Cancer 1998, 78, 1-7. 
33
 Farber, S.; Diamond, K.; Mercer, R. D.; Sylvester, R. F.; Wolff, J. A. N. Engl. J. Med. 1948, 
238, 787-793. 
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antimetabolito se encuentran los antagonistas del ácido fólico, como el 
metotrexato y el raltitrexed (Tomudex®). 
 
Figura 1.18. Estructuras del metotrexato y del raltitrexed. 
El metotrexato, o ametopterina (MTX), inhibe la dihidrofolato-reductasa, 
enzima limitante de la vía que transforma el ácido fólico en ácido folínico, 
metabolito activo que actúa como cofactor en reacciones de transferencia de 
grupos monocarbonados. El metotrexato, como casi todos los antimetabolitos, 
muestra selectividad parcial por células tumorales y toxicidad contra las 
células normales en división rápida, como las de la médula ósea y las del 
epitelio gastrointestinal. En la actualidad, el MTX es el medicamento de 
primera línea en el tratamiento de algunas enfermedades neoplásicas como la 
leucemia linfoblástica aguda.34 
El raltitrexed (Tomudex®) inhibe la timidilato-sintetasa, enzima que 
interviene en uno de los pasos clave en la síntesis del nucleótido timidina 
catalizando la conversión de 2-desoxiuridina-5´-fosfato a timidina-5´-fosfato.35 
El raltitrexed se emplea en el tratamiento paliativo36 del cáncer colorectal 
avanzado.37 
                                               
34
 Murphy, S. B.; Bowman, W. P.; Abromowitch, M.; Mirro, J.; Ochs, J.; Rivera, G.; Pui, C. H.; 
Fairclough, D.; Berard, C. W. J. Clin. Oncol. 1986, 12, 1732-1739. 
35
 (a) Widemann, B. C.; Balis, F. M.; Godwin, K. S.; McCully, C.; Adamson, P. C. Cancer 
Chemother. Pharmacol. 1999, 44, 439-443. (b) Forastiere, A. A.; Metch, B.; Schuller, D. E.; et al. 
J. Clin. Oncol. 1992, 10, 1245-1251. (c) Myron, A. Am. J. Surg. 1976, 132, 536-540. (d) 
Rosenfelt, F. Yale J. Biol. Med. 1975, 48, 97-103.  
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1.10.1.2  ANTIMETABOLITOS ANÁLOGOS DE BASES PÚRICAS Y 
PIRIMIDÍNICAS  
Uno de los antimetabolitos más ampliamente utilizado en terapia 
antitumoral es el 5-fluorouracilo (5-FU), un derivado del uracilo que ataca a las 
células mediante inhibición de la enzima timidilato-sintetasa.38 El 5-FU se 
emplea en monoterapia o en terapia combinada en el tratamiento paliativo, 
adyuvante39 y coadyuvante del cáncer de mama, esófago, estómago, hígado 
(tumor primario), colon y recto y también en el tratamiento paliativo del cáncer 
de cabeza y cuello, vejiga, riñón, próstata, cérvix, endometrio, ovario y 
páncreas.40 
 
Figura 1.19. Estructuras de análogos de bases púricas y pirimidínicas. 
La 6-mercaptopurina y la 6-tioguanina son los análogos azufrados de la 
hipoxantina y la guanina respectivamente. Estos fármacos se emplean en el 
tratamiento de ciertas formas de leucemia.41  
                                                                                                                             
36
 Administración de quimioterapia para controlar los síntomas sin esperar que reduzca el 
cáncer de manera significativa. 
37
 Cunningham, D.; Zalcbergb, J.; Marounc, J.; Jamesd, R.; Clarkee, S.; Maughanf, T. S.; 
Vincentg, M.; Schulzh, J.; González Baróni, M.; Facchinij, T. Euro. J. Cancer (Spanish Ed.) 
2002, 2, 97-105. 
38
 Longley, D. B.; Harkin, D. P.; Johnston, P. G. Nat. Rev. Cancer 2003, 3, 330-338. 
39
 Administración de quimioterapia para destruir las células que pueden haber quedado en el 
cuerpo una vez extirpado, por vía quirúrgica, el tumor primario. La quimoterapia adyuvante sirve 
para prevenir una posible reaparición del cáncer. 
40
 (a) García M. A.; Carrasco, E.; Aguilera, M.; Álvarez, P.; Rivas. C.; et al. PLOS ONE 2011, 6 
(8): e23887. (b) André, T.; Boni, C.; Moudedij-Boudiaf, L., Navarro, M.; et al. N. Engl. J. Med. 
2004, 350, 2343-2351. (c) Dodovi, M. G.; Kumbaradzi, E.; Goracinova, K.; Calis, S.; Simonoska, 
M.; Hincal, A. A. Acta Pharm. 2003, 53, 241-250. (d) Cullen, S. I. J. Am. Geriatr. Soc. 1979, 27, 
529-535. 
41
 McLeod, H. L.; Krynetski, E. Y.; Relling, M. V.; Evans, W. E. Leukemia 2000, 14, 567-572. 
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1.10.1.3 ANTIMETABOLITOS ANÁLOGOS DE NUCLEÓSIDOS 
La citarabina, también denominado ara-C (arabinósido de citosina) inhibe 
competitivamente la ADN-polimerasa y puede inhibir débilmente la actividad 
de la ADN-ligasa, enzima responsable de los procesos de reparación. La 
citarabina solo afecta a las células durante la fase S de la división celular. En 
el interior de la célula es convertida en citarabina-5-trifosfato (ara-CTP), que es 
el metabolito activo. La citarabina se emplea en el tratamiento de 
determinados tipos de leucemias.42 
Otro análogo de nucleósido de más reciente utilización es la gemcitabina 
(Gemzar®), que inhibe la síntesis de ADN. Se emplea en el tratamiento del 
cáncer pancreático, cáncer de ovarios, cáncer de pulmón de células no 
pequeñas, y cáncer de mama metastático.43 
La fludarabina (Beneflur®) es un análogo de nucleósido que interrumpe la 
elongación de ADN y ARN e inhibe la actividad de varias enzimas como ADN 
y ARN-polimerasas, ADN-primasa, ADN-ligasa y ribonucleótido-reductasa, 
actuando sobre el tejido maligno linfoproliferativo.44 
                                               
42
 Bishop J. F.; Matthew, J. P.; Young, G. A.; et al. Blood 1996, 87, 1710-1717. 
43
 http://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/fda-gemcitabine-hydrochloride 
44
 (a) Rossi, J. F.; Van Hoof,  A.; De Boeck, K.; Johnson, S. A.; et al. J. Clin. Oncol. 2004, 22, 
1260-1267. (a) Steurer, M.; Pall, G.; Richards, S.; Schwarzer, G.; Bohlius, J.; Greil, R. Cancer 
Treat. Rev. 2006, 32, 377-389. (b) Flinn, I. W.; Neuberg, D. S.; Grever, M. R.; Dewald, G. W.; et 
al. J. Clin. Oncol. 2007, 25, 793-798. 
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Figura 1.20. Estructuras de nucleósidos antimetabolitos. 
La pentostatina (Nipent®) y la cladribina (Leustatin®), son análogos de la 
adenosina capaces de inhibir la enzima adenosin-desaminasa, incrementando 
la concentración intra y extracelular de la adenosina, lo que tiene 
consecuencias linfotóxicas e inmunodepresoras. Estos antimetabolitos se 
emplean en el tratamiento del cáncer de células pilosas.45 
1.10.2 AGENTES INTERCALANTES DE ADN 
Los agentes intercalantes de ADN contienen sistemas de anillos 
aromáticos que se insertan en esta biomolécula, interaccionando mediante 
enlaces de van der Waals con sus bases nitrogenadas. La inserción altera la 
molécula de ADN, bloqueando el proceso de replicación y transcripción al 
impedir la acción de la topoisomerasa II. Muchos fármacos intercalantes de 
                                               
45
 (a) Hoffman, M. A.; Janson, D.; Rose, E.; et al. J. Clin. Oncol. 1997, 15, 1138-1142. (b) 
Grever, M. R.; Lozanski, G. J. Clin. Oncol. 2011, 29, 583-590.  
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ADN pertenecen a la familia de las antraciclinas (véase la Figura 1.21) y han 
sido aislados de la especie bacteriana Streptomyces peucetius.46  
La daunorubicina es un intercalante que se inserta en el surco menor de 
ADN usualmente entre dos pares adyacentes G/C flanqueadas en el lado 5´ 
por una base A/T. La inserción de esta antraciclina se produce cada 3 pares 
de bases, tal y como se indica en la Figura 1.21. La daunorubicina se emplea 
en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoide aguda.47 
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Figura 1.21. Estructura de la daunorubicina (izquierda) y modelo de intercalación en el 
ADN (derecha). 
 
El derivado 14-hidroxilado de la daunorubicina, denominado doxorubicina 
(Adriamicina®), es uno de los agentes antitumorales más efectivos que se han 
descubierto hasta la fecha y se emplea en el tratamiento de la leucemia, el 
linfoma de Hodgkin, el cáncer de mama, el de estómago, de pulmón, ovario y 
el mieloma múltiple, entre otros.48 La intercalación de la doxorubicina en el 
ADN sigue una pauta similar a la de la daunorubicina, tal y como se 
representa en la Figura 1.22. 
                                               
46
 (a) Gennari, A.; Sormani, M. P.; Pronzato, P.; Pronzato, P.; Bruzzi, P. J. Natl. Cancer Inst. 
2008, 100, 14-20. (b) Minotti, G.; Menna, P.; Salvatorelli, E.; Cairo, G.; Gianni, L. Pharmacol. 
Rev. 2004, 56, 185-229. 
47
 Tan, C.; Tasaka, H.; Yu, K. P.; Murphy, M. L.; Karnofsky, D. A. Cancer 1967, 20, 333-353. 
48
 Weiss, R. B. Semin. Oncol. 1992, 19, 670–686. 
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Figura 1.22. Estructura de la doxorubicina (izquierda) y modelo de intercalación en el 
ADN (derecha). 
 
Otras antraciclinas antitumorales son la epirubicina (Farmorubicina®) y la 
idarubicina (Zavedos®). La epirubicina se emplea como tratamiento adyuvante 
en mujeres con cáncer de mama con afectación de los nódulos linfáticos.49 La 
idarubicina se emplea en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda y la 
leucemia linfoblástica aguda.50 
 
Figura 1.23. Estructuras de antraciclinas antitumorales. 
 
                                               
49
 (a) Poole, C. J., Earl, H. M.; Hiller, L.; et al. N. Engl. J. Med. 2006, 355, 1851-1862. (b) Crump, 
M.; Tu, D. S.; Shepherd, L.; Levine, M.; Bramwell, V.; Pritchard, K. J. Clin. Oncol. 2003, 21, 
3066-3071.  
50
 (a) Borchmann, P.; Hubel, K.; Schnell, R.; et al. Int. J. Clin. Pharmacol. Ther. 1997, 35, 80-83. 
(b) Boccardo, F.; Cannata, D.; Cussotto M, et al. Cancer Chemother. Pharmacol. 1996, 38, 102-
105.  
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Otros agentes antitumorales intercalantes de ADN son las bleomicinas, 
glicopéptidos biosintetizados por la actinobacteria Streptomyces verticillis.  
 
 
Figura 1.24. Estructura de la bleomicina A2. 
 
La susceptibilidad a la bleomicina es máxima en fase G2, pero también 
actúa en la fase G1. La mezcla de uso en quimioterapia está constituida por 
bleomicina A2 y B2 y se emplea en el tratamiento de cánceres de células 
escamosas, melanoma, sarcoma, cáncer testicular, linfoma de Hodgkin y no 
Hodgkin.51  
                                               
51
 (a) Harada, T.; Nishikawa, Y.; Suzuki, T.; Ito, K.; Shozo, B. Am. J. Surg. 1971, 122, 53-57. (b) 
Bonadonna, G.; Zucali, R.; Monfardini, S.; De Lena, M.; Uslenghi, C. Cancer 1975, 36, 252-259. 
(c) Shapshay, S. M.; Hong, W. K.; Incze, J. S.; Sismanis, A.; et al. Am. J. Surg. 1980, 140, 543-
549. (d) Wu; X.; Gu, J.; Hong, W. K.; Lee, J. J:, Amos, C, I.; Jiang, H.; et al. J. Natl. Cancer Inst. 
1998, 90, 1393-1399. (e) Tesch, H.; Diehl, V.; Lathan, B; Hasenclever, D.; Sieber, M.; Rüffer, U.: 
Engert, A.; Franklin, J.; Pfreundschuh, M.; Schalk, K. P.; Schwieder, G.; Wulf, G.; Dölken, G.; 
Worst, P.; Koch, P.; Schmitz, N.; Bruntsch, U.; Tirier, C.; Müller, U.; Loeffler M. Blood  1998, 92, 
4560-4567. (f) Linge, A.; Morishima, N.; Kasper, M.; Barth, K. Anticancer Res. 2007, 27, 1343-
1351. 
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Las bleomicinas (BLM) actúan produciendo rupturas en las hebras del 
ADN mediante la intervención de un complejo BLM-Fe(V)=O (véase el 
Esquema 1.1).52  
 
Esquema 1.1. Activación de la bleomicina mediante unión a Fe(III). 
1.10.2.1 AGENTES ALQUILANTES 
Estos fármacos se unen mediante enlaces covalentes a ADN y proteínas, 
impidiendo el proceso de replicación y transcripción de ARN.53 Su acción tiene 
lugar en cualquier fase del ciclo celular. En la Figura 1.25 se indican las 
estructuras de algunos agentes alquilantes empleados en terapias 
antitumorales. 
                                               
52
 Hecht, S. M. J. Nat. Prod. 2000, 63, 158-168.   
53
 (a) Warwick, G. P. Cancer Res. 1963, 23, 1315-1333. (b) Oronsky, B. T.; Reid, T.; Knox, S. J.; 
Scicinski, J. J. Transl. Oncol. 2012, 5, 226-229. (c) Hurley, L. H. Nat. Rev. Cancer 2002, 2, 188-
200. 
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Figura 1.25. Estructuras de agentes alquilantes. 
 
El átomo de nitrógeno de los agentes alquilantes desplaza intramolecular-
mente un anión cloruro, formándose un ión aziridinio altamente electrofílico, 
que es el intermedio que provoca la alquilación del ADN (véase el Esquema 
1.2). La repetición del proceso de alquilación puede producir el 
entrecruzamiento entre las dos hebras del ADN, impidiéndose de este modo el 
proceso de síntesis y de transcripción.54 
                                               
54
 (a) Gilman, A. Am. J. Surg. 1963, 105, 574-578. (b) Brookes, P.; Lawley, P. D. Biochem. J. 
1961, 80, 496-503. (c) Rink, S. M.; Solomon, M. S.; Taylor, M. J.; Rajur, S. B.; McLaughlin. L. 
W.; Hopkins, P. B. J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 2551-2557. (d) Dong, Q.; Barsky, D.; Colvin, 
M. E.; Melius, C. F.; Ludeman, S. M.; Moravek, J. F.; Colvin, O. M.; Bigner, D. D.; Modrich, P.; 
Friedman, H. S. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 12170-12174. (e) Bauer, G. B.; Povirk, L. 
F. Nucleic Acids Res. 1997, 25, 1211-1218. (f) Brock. N. Cancer 1996, 78, 542-547. 
  
35 Introducción 
 
Esquema 1.2. Mecanismo de acción de los agentes alquilantes. 
 
Usualmente el punto de alquilación del ADN es el átomo de nitrógeno N-7 
de la guanina, tal y como se indica en el Esquema 1.3: 
 
 
Esquema 1.3. Alquilación del nitrógeno N-7 de la guanina. 
 
La ciclofosfamida se emplea en el tratamiento del linfoma de Hodgkin y no-
Hodgkin, linfoma de Burkitt, leucemia linfocítica crónica, leucemia mieloide 
crónica, leucemia mieloide aguda, leucemia linfocítica aguda, linfoma de 
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linfocitos T (micosis fungoides), mieloma múltiple, neuroblastoma, retino-
blastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing, cáncer de mama, testicular, 
endometrial, ovárico y pulmonar.55 La ifosfamida se emplea en el tratamiento 
del cáncer testicular, sarcomas de tejido blando, linfomas de Hodgkin y no-
Hodgkin, cáncer de pulmón y cáncer de cuello uterino.56 
El clorambucilo se usa en el tratamiento de la leucemia linfocítica crónica 
(LLC), la enfermedad de Hodgkin, el linfoma no-Hodgkin, el cáncer de mama, 
ovárico y testicular y el coriocarcinoma.57 El melfalán se emplea en el 
tratamiento del melanoma múltiple, cáncer de ovario, neuroblastoma, 
rabdomiosarcoma y cáncer de mama.58 
Otros agentes alquilantes son las nitrosoureas de entre las cuales cabe 
destacar a la carmustina (BiCNU®)59 y a la lomustina (CeeNU®).60 La 
estreptozotocina (Zanosar®), una nitrosourea natural producida por 
actinobacterias del género Streptomyces, afecta de manera específica las 
células del páncreas. 61 Estos fármacos son muy solubles en lípidos por lo que 
                                               
55
 (a) Moschella, F.; Valentini, M.; Aricò, E.; Macchia, I.; Sestili, P.; D'Urso, M. T.; Alessandri, C.; 
Belardelli, F.; Enrico Proietti, E. Cancer Res. 2011, 71, 3528-3539. (b) Gor, P. P.; Su, H. I.;   
Robert, H. I.; Gray, J.; Gimotty, P. A.; Horn, M. M.; Aplenc, T.; Vaughan, W. P.; Tallman, M. S.; 
Rebbeck, T. T.; DeMichele, A. Breast Cancer Res. 2010, 12, R26. (c) Schiavoni, G.; Mattei, F.; 
Di Pucchio, T.; Santini, S. M.; Bracci, L.; Belardelli, F.; Proietti, E. Blood 2000, 95, 2024-2030. 
(d) Awwad, M.; North, R. J. Cancer Res. 1989, 49, 1649-1654. 
56
 Boccardo, F.; Guglielmini, O. Oncology 2003, 65, 67-72. 
57
 (a) Eichhorst, B. F.; Busch, R.; Stilgenbauer, S.; Stauch, M. Blood 2009, 114, 3382-3391. (b) 
Flinn, I. W.; Neuberg, D. S.; Grever, M. R.;Dewald, G. W.;Bennett, J. M.;Paietta, E. M.;Hussein, 
M. A.;Appelbaum, F. R.;Larson, R. A.;Moore, D. F. Jr;Tallman, M. S. J. Clin. Oncol. 2007, 25, 
793-798. 
58
 (a) Osher, D. J.; Kushner, Y. B.; Arseneau, J.; Foulkes, W. D. Clin Pathol. 2011, 64, 924-926. 
Pater, J. L.; Carmichael, J. A.; Krepart, G. V.; Fraser, R. C.; Roy, M.; Kirk, M. E.; Levitt, M.; 
Brown, L. B.; Wilson, K. S.; Shelley, W. E. Cancer Treat. Rep. 1987, 71, 277–281. (b) Davis-
Perry, S.; Hernandez, E.; Houck, K. L.; Shank, R. Am. J. Clin. Oncol. 2003, 26, 429-433. (c) 
Hasan, J.; Jayson, G. C. British J. Cancer 2003, 88, 1828-1830. (d) Morrison, V. A.; Rai, K. A.; 
Peterson, B. L.; Kolitz, J. E.;Elias, L.; Appelbaum, F. R.;Hines, J. D.;Shepherd, L.;Martell, R. 
E.;Larson, R. A.;Schiffer, C. A. J. Clin. Oncol. 2001, 19, 3611-3621. 
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 Ewend, M. G.; Brem, S.; Gilbert, M.; Goodkin, R.; Penar, P. L.;Varia, M.;Cush, S.;Carey, L. A. 
Clin. Cancer Res. 2007, 13, 3637-3641.  
60
 Loftsson, T.; Fridriksdottir, H. J. Pharm. Sci. 1992, 81, 197-198.  
61
 Murray-Lyon, I. M.; Eddleston, A. L.; Williams, R.; Brown, M.; Hogbin, B. M.; Bennett. A, 
Edwards, J. C.; Taylor, K. W. Lancet 1968, 2, 895-898.  
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cruzan la barrera hematoencefálica con facilidad, lo que les hace idóneos para 
el tratamiento de tumores cerebrales.  
 
Figura 1.26. Estructuras de nitrosoureas antitumorales. 
Las nitrosoureas son en realidad profármacos ya que se descomponen en 
el organismo a isocianatos de alquilo y N-alquil-N´-hidroxihidrazina (véase el 
Esquema 1.4). Estas últimas generan diazoalcanos, que son los reactivos que 
actúan como agentes alquilantes. 
 
 
Esquema 1.4. Generación de diazoalcanos a partir de N-nitrosoureas. 
 
Otra clase de agentes alquilantes son los alquilsulfonatos de entre los que 
cabe mencionar al busulfano (Busilvex®, véase la figura 1.27). Este compuesto 
provoca el entrecruzamiento de hebras de ADN por alquilación de unidades de 
guanina. Es activo por vía oral y se emplea en el tratamiento de la leucemia 
mieloide crónica.62  
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 Iwamoto, T.; Hiraku, Y.; Oikawa, S.; Mizutani, H.; Kojima, M.; Kawanishi, S. Cancer Sci. 2004, 
95, 454-458.  
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Figura 1.27. Estructura de otros agentes alquilantes. 
La procarbazina (Natulan®) es un profármaco que genera un ión 
metildiazonio, que provoca la metilación del nitrógeno N-7 de una unidad de 
guanina. La procarbazina se emplea en el tratamiento de la enfermedad de 
Hodgkin, del linfoma no-Hodgkin, tumores cerebrales, melanoma, cáncer 
pulmonar y mieloma múltiple.63  
La tiotepa (Thioplex®) es otro agente alaquilante que se emplea en el 
tratamiento del adenocarcinoma de mama y del adenocarcinoma de ovario.64 
Las tetrazinas, como la dacarbacina y la temozolomida (véase la Figura 
1.28), actúan liberando un diazometilo altamente reactivo y sus efectos 
secundarios principales son la mielosupresión. La dacarbazina se emplea en 
el tratamiento del melanoma metastásico maligno, la enfermedad de Hodgkin, 
sarcomas de tejidos blandos, neuroblastoma, fibrosarcomas, rabdo-
miosarcoma, carcinoma de células de los islotes y carcinoma medular de 
tiroides.65 La temozolomida se administra por vía oral para el tratamiento de 
ciertos tipos de tumores cerebrales.66  
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 (a) Armand, J.; Ribrag, V.; Harrousseau, J.; Abrey, L. Ther. Clin. Risk Man. 2007, 3, 213-224. 
(b) Preiss, R.; Baumann, F.; Regenthal, R.; Matthias, M. Anticancer Drugs 2006, 17, 75-80.  
64
 (a) Hirao, Y.; Okajima, E.; Ohara, S.; Ozono, S.; et al. Cancer Chemother. Pharmacol. 1987, 
20, 85-90. (b) Lazarus, H. M.; Reed, M. D.; Spitzer, T. R.; Rabaa, M. S.; Blumer, J. L. Cancer 
Treat. Rep. 1987, 71, 689-695. (c) Konowalchuk, T. W.; Elhilali, M.; MacKillop, W. J. Cancer 
Lett. 1987, 35, 181-190.  
65
 (a) Reid, J. M.; Kuffel, M. J.; Miller, J. K.; et al. Clin. Cancer Res. 1999, 5, 2192-2197. (b) 
Miele, M.; Bonassi, S.; Bonatti, S.; et al. Anticancer Res. 1998,18, 1967-1971. 
66
 Stupp, R.; Hegi, M. E.; Mason, W. P.; Van Den Bent, M. J.; et al. Lancet Oncol.2009, 10, 459-
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Figura 1.28. Estructuras de la dacarbacina y la temozolomida. 
 
La mitomicina C, alcaloide antibiótico producido por la actinobacteria 
Streptomyces caespitosus, es un profármaco que se convierte en un potente 
agente alquilante en el interior de la célula.  
 
Figura 1.29. Estructura de la mitomicina C. 
Al igual que el busulfano, la mitomicina C provoca el entrecruzamiento de 
hebras de ADN por alquilación de unidades de guanina. La mitomicina se 
emplea en el tratamiento del adenocarcinoma de estómago y páncreas, en el 
tratamiento del cáncer anal, de vejiga, de mama, cervical, colorrectal, de 
cabeza y cuello y de pulmón no microcítico.67 
 
 
                                               
67
 (a) Vici, P.; Di Lauro, L.; Carpano, S.; Amodio, A.; Pignatti, F.; Casali, A.; Conti, F.; Lopez, M. 
Oncology 1996, 53, 16-18. (b) Grau, J. J.; Estapé, J.; Alcobendas, F.; Pera, C.; Daniels, M.; 
Teres, J. Eur. J. Cancer 1993, 29, 340-342. (c) Bligh, H. F.; Bartoszek, A.; Robson, C. N.; 
Hickson, I. D.; Kasper, C. B.; Beggs, J. D.; Wolf C. R. Cancer Res. 1990, 50, 7789-7792. (d) 
Lopez, M.; Papaldo, P.; Di Lauro, L.; Barduagni, M.; Federico Perno C.; Barduagni. A. Oncology 
1983, 40, 244-247. 
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1.10.2.2 CISPLATINO Y DERIVADOS 
El cisplatino Pt(NH3)2(Cl)2 actúa uniéndose covalentemente al ADN y debe 
su actividad citotóxica a su capacidad para formar aductos de tipo ADN-
proteína, monoaductos de ADN y entrecruzamientos intra/interhebra de ADN. 
Una vez dentro de la célula, los iones cloro son desplazados por el agua para 
formar una especie más reactiva [PtCl(H2O)(NH3)2]+. El ligando agua se 
desplaza con facilidad, lo que permite al átomo de platino insertarse en un 
lugar básico del ADN, preferentemente en las posiciones N-7 y O-8 de la 
guanina.68  
 
Figura 1.30. Cisplatino y derivados. 
 
En la Figura 1.31 se representa el cisplatino unido de manera interhebra a 
la molécula de ADN. La unión del cisplatino al ADN inhibe los procesos de 
replicación y de transcripción, provocándose finalmente la muerte de la célula. 
El cisplatino es un agente antitumoral muy útil que puede administrarse 
solo o en combinación con otros fármacos para el tratamiento de tumores de 
pulmón, de cuello de útero, de vejiga, de cabeza, de cuello, testicular y de 
ovario.69 
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 (a) Rosenberg, B.; Vancamp, L.; Trosko, J. E.; Mansour, V. H. Nature 1969, 222, 385-386. (b) 
Stordal, B.; Pavlakis, N.; Davey, R. Cancer Treat. Rev. 2007, 33, 688-703. (c) Alderden, R. A.; 
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 Hanigan, M. H.; Devarajan. P. Cancer Therapy 2003, 1, 47-61. 
70
 (a) Azzoli, C. G.; Kris, M. G.; Pfister, D. G. J. Natl. Cancer Inst. 2007, 99, 828-829. (b) 
Arriagada, R.; Bergman, B.; Dunant, A.; Le Chevalier, T.; Pignon, J. P.; Vansteenkiste, J. N. 
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Figura 1.31. Representación del cisplatino (en rojo) unido a ADN. 
 
Debido a la elevada toxicidad del cisplatino, así como a la generación de 
resistencias, se han desarrollado diferentes análogos del mismo con el fin de 
reducir estos problemas. Uno de los más conocidos es el carboplatino, el cual 
posee un grupo ciclobutanodicarboxilato mucho menos lábil que el cloro, por lo 
que su activación en agua es mucho más lenta. Por esta razón el carboplatino 
es más estable y menos tóxico que el cisplatino, siendo usado 
preferentemente para el tratamiento de tumores de ovario avanzado y de 
cáncer de pulmón.70 El oxaliplatino (Eloxatin®) es activo frente a tumores 
                                                                                                                             
Yeap, B.; Vogl, S.; Carbone, P. Cancer 1996, 77, 733-742. (e) Knox, R. J.;  Friedlos, F.; Lydall, 
D. A.; Roberts, J. J. Cancer Res. 1986, 46, 1972-1979. (f) Hirota, Y.; Miyamura, K.; Hayata, T.; 
Miyakawa; I. Gynecol. Obstet. Invest. 1997, 44, 70-72. (g) Go, R.; Adjel, A. J. Clin. Oncol. 1999, 
17, 409-422. 
70
 (a) Azzoli, C. G.; Kris, M. G.; Pfister, D. G. J. Natl. Cancer Inst. 2007, 99, 828-829. (b) 
Arriagada, R.; Bergman, B.; Dunant, A.; Le Chevalier, T.; Pignon, J. P.; Vansteenkiste, J. N. 
Engl. J. Med. 2004, 350, 351-360. (c) van der Burg, M. E.; de Wit, R.; van Putten, W. L.; 
Logmans, A.; Kruit, W. H.; Stoter, G.; Verweij, J. Br. J. Cancer 2002, 86, 19-25. (d) Wadler, S.; 
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resistentes a cisplatino y carboplatino. El picoplatino es otro derivado que se 
encuentra actualmente en ensayos clínicos.71 
1.10.2.3 AGENTES NO INTERCALANTES INHIBIDORES DE TOPOISO-
MERASAS  
Las topoisomerasas son enzimas nucleares que controlan, mantienen y 
modifican las estructuras y la topología del ADN durante los procesos de 
replicación y transcripción del ADN. La topoisomerasa I disminuye la tensión 
de torsión de la doble hélice de ADN durante la replicación y la transcripción, 
rompiendo de forma transitoria una de las cadenas de la doble hélice mediante 
la formación de un complejo ADN-topoisomerasa. Muchos compuestos 
antitumorales que actúan sobre la topoisomerasa son de origen natural,72 
siendo un ejemplo la camptotecina (véase la Figura 1.32), alcaloide aislado de 
la planta Camptotheca acuminata,73 que se fija al complejo ADN-
topoisomerasa e impide que se produzca la soldadura de la doble hélice. La 
citotoxicidad de esta clase de inhibidores es máxima cuando se inicia la 
síntesis del ADN en la fase S del ciclo celular, ocasionando parada del ciclo 
celular en la fase G2.74  
El irinotecan y el topotecan (véase la Figura 1.32) son derivados semi-
sintéticos de la camptotecina con grupos funcionales polares adicionales para 
proporcionar mayor solubilidad acuosa al fármaco. El irinotecan presenta una 
ventana terapéutica más ancha que la camptotecina, mostrando un potente 
efecto antitumoral. La actividad del irinotecan se debe al fármaco nativo y a un 
metabolito, el SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina, véase la Figura 1.32), que 
es unas 1.000 veces más potente que el irinotecan. El irinotecan, en 
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 (a) Staker, B. L.; Hjerrild, K.; Feese, M. D.; Behnke, C. A.et al. P. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 
99, 15387. (b) Oberlies, N.H.; Kroll, D.J. J. Nat. Prod., 2004, 67, 129-135. 
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combinación con el 5-fluoruracilo y la leucovorina, es considerado como el 
régimen de elección en el tratamiento del cáncer colorrectal metastásico.75 La 
reacción más adversa de este fármaco es la leucopenia. 
 
Figura 1.32. Estructuras de inhibidores de la topoisomerasa I. 
 
Actualmente existen otros inhibidores de topoisomerasa I, II y duales que 
se encuentran en investigación, dos en fase clínica III, nueve en fase II y diez 
en fase I todos ellos basados en la estructura de la camptotecina. Además de 
éstos, un compuesto denominado AK-37, derivado marino de piridoacidina con 
actividad comparable a la 9-nitrocamptotecina,76 se encuentra en fase III para 
el tratamiento de cáncer de páncreas en combinación con gemcitabina. 
El etopósido (VP-16, Vepesid®, Eposin®, Etonco®) y el tenipósido (VM-26, 
Vumon®) son glucósidos semisintéticos de la podofilotoxina, producto natural 
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 Saltz, L. B.;  Cox, J. V.; Blanke, C.; Rosen, L. S. et al. N. Eng. J. Med. 2000, 343, 905-914. 
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extraído del Podophyllum peltatum.77 Estos compuestos ejercen su acción 
antitumoral uniéndose al complejo topoisomerasa II-ADN, lo que provoca 
rupturas en la doble hélice del ADN e impide la entrada de la célula en la fase 
G2.78 
 
Figura 1.33. Estructuras de inhibidores de la toposiomerasa II. 
El etopósido se emplea en el tratamiento del cáncer pulmonar microcítico, 
en la leucemia monocítica y mielomonocítica aguda y en el tratamiento del 
linfoma no-Hodgkin.79 
1.10.3 ENZIMAS: L-ASPARAGINASA 
La L-asparaginasa, cuya estructura se indica en la Figura 1.34, es una 
enzima homotetramérica que se obtiene de Escherichi coli y otras especies 
bacerianas como Erwinia carotata y Serratia marcescens. La L-asparaginasa  
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 Gordaliza, M.; García, P. A.; del Corral, J. M.; Castro, M. A.; Gómez-Zurita, M. A. Toxicon 
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1987, 47, 2050-2055. 
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se utiliza en el tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda y en el linfoma no 
Hodgkin.80 
El mecanismo de acción antitumoral de la L-asparaginasa se basa en su 
capacidad de disminuir los niveles circulantes de asparagina, sustancia que 
algunas células leucémicas, en particular las de la leucemia linfoblástica 
aguda, son incapaces de elaborar y toman de una fuente extracelular. 
 
Figura 1.34. Estructura de la L-asparaginasa. 
La L-asparaginasa actúa como una amidohidrolasa convirtiendo la 
asparagina en ácido aspártico y amoníaco (véase el Esquema 1.5). Muchas 
células tumorales utilizan la asparagina como nutriente esencial y, en 
consecuencia, la disminución de los niveles de asparagina circulante, 
mediante hidrólisis por L-asparaginasa, inhibe el crecimiento de los tumores 
por desnutrición.  
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 Story, M. D.; Voehringer, D. W.; Stephens, L. C.; Meyn, R. E. Cancer Chemother. Pharmacol. 
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Esquema 1.5. Conversión de asparaginato en aspartato por acción de L-asparagina. 
1.10.4  FÁRMACOS ANTITUMORALES QUE ACTÚAN SOBRE EL CICLO 
CELULAR SIN AFECTAR AL ADN  
 Estos compuestos ejercen su acción citotóxica inhibiendo la dinámica del 
proceso de formación y desensamblaje de los microtúbulos. Son activos en la 
fase de mitosis del ciclo celular, provocando su cese en metafase.81 De estos 
compuestos se hablará con más detalle en la sección 1.13. 
1.10.5  INHIBIDORES DE PROTEÍNA-QUINASAS 
Las quinasas son enzimas que activan o desactivan otros sustratos 
proteínicos mediante fosforilación de aminoácidos específicos. Muchas 
quinasas son proteínas transmembrana que presentan un sitio de unión 
(receptor), al cual se enlaza el mensajero molecular externo, y un sitio activo 
intracelular, que se activa cuando el mensajero extracelular se une al receptor. 
Otras quinasas, como la Abl, no son del tipo transmembrana sino que se 
encuentran solubilizadas en el citoplasma celular. 
Los mensajeros son hormonas o factores de crecimiento cuya unión al 
receptor externo de la quinasa desencadena el inicio de la cascada de 
señalización, activándose el proceso de transcripción de genes específicos 
que conducen al crecimiento y la división celular. Algunos tipos de cáncer se 
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 Jiang, N.; Wang, X.; Yang, Y.; Dai, W. Mini Rev. Med. Chem. 2006, 6, 885-895.  
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caracterizan por una sobreexpresión de una quinasa, lo que convierte a estas 
enzimas en interesantes dianas para el desarrollo de nuevos agentes 
quimioterapéuticos.82  
Los inhibidores de tirosina-quinasas bloquean la actividad quinasa al 
competir con el ATP por la unión al dominio catalítico de la enzima. En la 
Figura 1.35 se representa esquemáticamente el proceso de inhibición de la 
fosforilación de una quinasa citoplasmática. 
 
 
Figura 1.35. Parte A: fosforilación del sustrato por acción de una tirosina-quinasa. 
Parte B: inhibición del proceso de fosforilación. 
El imatinib, comercializado por Novartis en el año 2001, fue el primer 
fármaco inhibidor de quinasas empleado en terapias antitumorales.83 El 
imatinib actúa como inhibidor selectivo de una tirosina-quinasa aberrante 
denominada quinasa Abl-bcr, una quinasa citoplasmática que se muestra muy 
activa en ciertas células tumorales.  El imatinib se administra en el tratamiento 
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 Dhanasekaran, N.; Premkumar Reddy, E. Oncogene 1998, 17, 1447-1455. 
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de la leucemia mieloide crónica (CML)84 y de tumores del estroma 
gastrointestinal (GIST).85 
 
Figura 1.36. Estructura del imatinib. 
 
Aunque se han observado remisiones completas en pacientes con 
leucemia mieloide crónica tratados con imatinib,86 algunos pacientes 
experimentan un corto periodo de respuesta positiva al tratamiento seguido de 
una recaída provocada por resistencia al fármaco.87 Los mecanismos de 
resistencia a imatinib son variados, como el que resulta de la amplificación del 
gen BCR-ABL, el provocado por el incremento de la expresión de la proteína 
Abl-bcr sin amplificación del gen, el incremento de la expresión del gen que 
codifica la glicoproteína-P, o el causado por la reactivación de la proteína Abl-
bcr debido a una mutación en su dominio quinasa, que la convierte en menos 
sensible al imatinib.88 
El nilotinib y el dasatinib, comercializados por Novartis y Bristol-Myers-
Squibbs respectivamente, son inhibidores de quinasas que emplean en el 
tratamiento de leucemia mieloide crónica resistente a imatinib.89 
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Figura 1.37. Estructuras del nilotinib y del dasatinib. 
El sorafenib es un inhibidor multiquinasa ya que es capaz de inhibir a 
tirosina-quinasas y a serina/treonina quinasas. Se emplea en el tratamiento del 
cáncer renal primario avanzado y del cáncer hepático primario.90 
 
Figura 1.38. Estructura del sorafenib. 
1.10.6  ANTAGONISTAS DE RECEPTORES HORMONALES  
Los antagonistas de receptores hormonales, entre los que se incluyen los 
estrógenos, antiestrógenos, inhibidores de la aromatasa, progesteronas, 
andrógenos y antiandrógenos, ejercen su acción antitumoral interfiriendo la 
producción de hormonas. Este tipo de terapias se asocia con menos efectos 
secundarios que otras quimioterapias, lo que las hace apropiadas en 
tratamientos preventivos.91 
Los estrógenos, al contrario que otras hormonas como la insulina y la 
hormona del crecimiento que son reconocidas por receptores situados en la 
membrana celular, pasan directamente al núcleo de la célula uniéndose allí a 
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 Wilhelm, S. M.; Carter, C.; Tang, L.; Wilkie, D.; McNabola, A.; Rong, H.; Chen, C.; Zhang, X.; 
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sus receptores. El complejo generado en la unión del estrógeno con su 
receptor se une a sitios específicos del ADN, estratégicamente situados cerca 
de los genes que necesitan ser activados. El complejo ADN-receptor activa la 
maquinaria de lectura del ADN y ordena el proceso de producción del ARN 
mensajero. Entre los antiestrógenos cabe destacar el tamoxifeno, que se 
emplea como terapia complementaria en el tratamiento del cáncer de mama, 
actuando como modulador selectivo de los receptores estrogénicos. En la 
Figura 1.39 se representa el modo de acción del tamoxifeno. Así, el 
tamoxifeno se une al receptor de estrógeno en las células cancerosas 
generando un complejo que es incapaz de activar los genes del ADN.92 
 
Figura 1.39. Estructura del tamoxifeno y modo de acción del tamoxifeno. 
 
El tamoxifeno no es útil en todos los canceres de mama, sino únicamente 
en aquellos cuyas células presentan receptores específicos para estrógenos.93 
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La medroxiprogesterona (Progevera®) y el megestrol (Megefren®, 
Borea®, Maygace®) son progestágenos y exhiben efectos antiestrogénicos 
mediante unión al sitio receptor de estrógenos. Se emplean en el tratamiento 
del cáncer de mama y en el de endometrio.94 
 
Figura 1.40. Estructuras de progestágenos con acción antiestrogénica. 
Los antiandrógenos bloquean la acción de la hormona testosterona, cuya 
acción descontrolada se manifiesta en el cáncer de prostata. La ciproterona 
(Androcur®)95 y la flutamida (Eulexin®, Prostacur®)96 son antagonistas 
androgénicos que se emplean en el tratamiento del cáncer de próstata 
asociados a agonistas de la GnRH (Hormona Liberadora de Gonadotropina).  
 
Figura 1.41. Estructuras de antagonistas androgénicos. 
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 Ribeiro, G.; Swindell, R. Br. J. Cancer 1992, 65, 252-254. 
95
 Lopez, M.; Natali, M.; Di Lauro, L. et al. Cancer 1993, 72, 502-505. 
96
 Labrie, F.; Dupont, A.; Belanger, A. et al. Clin. Invest. Med. 1990, 13, 275-278. (b) Doberauer, 
C.; Niederle, N.; Schmidt, C. G. Cancer 1988, 62, 474-478. 
  
52 CAPÍTULO I 
1.10.7  INHIBIDORES ENZIMÁTICOS DE LA SÍNTESIS DE HORMONAS  
La finasterida (Proscar®) es un fármaco antiandrogénico no hormonal 
derivado de los esteroides que se emplea en el tratamiento de la hiperplasia 
benigna del cáncer de próstata.97 No es un antagonista androgénico, como la 
flutamida, ya que no bloquea los receptores androgénicos en el citoplasma ni 
en el núcleo celular. Su modo de acción se basa en la inhibición competitiva 
de la enzima 5-alfa-reductasa de tipo II, que transforma la testosterona en 
dihidrotestosterona. 
 
Figura 1.42. Estructura de la finasterida. 
El anastrozol (Arimidex®) y la aminoglutetimida bloquean la conversión de 
andrógenos en estrógenos al inhibir la acción de la aromatasa. Estos fármacos 
se emplean en el tratamiento del cáncer de mama estrógeno-dependiente.98 
 
Figura 1.43. Estructuras de inhibidores de la aromatasa. 
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El mitotano (Lysodren®) es un inhibidor funcional de las glándulas 
corticosuprarrenales y modifica además el metabolismo periférico de los 
corticosteroides endógenos. El fármaco es capaz de inducir un estado de 
insuficiencia suprarrenal, contrarrestando los síntomas del síndrome de 
Cushing asociados al adenocarcinoma suprarrenal.99  
 
Figura 1.44. Estructura del mitotano. 
El efecto citotóxico del mitotano se debe a la unión covalente de ciertos 
metabolitos del fármaco (acil-cloruro), con proteínas mitocondriales de las 
células corticosuprarrenales que actúan como agentes nucleofílicos. El 
mitotano modifica el metabolismo periférico de los corticosteroides 
complementando el efecto sobre las células corticosuprarrenales.100 El efecto 
final es una reducción drástica de los niveles sanguíneos de los 17-
hidroxicorticosteroides fisiológicos. 
La prednisona es un fármaco corticoesteroide que se administra a los 
pacientes como parte del tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda, sobre 
todo durante la fase de inducción.101 
                                               
99
 (a) Cerquetti, L.; Bucci, B.; Marchese, R.; Misiti, S., et al. Endocr. Relat. Cancer 2008, 15, 
623-634. (b) Cai, W.; Counsell, D. E.; Schteingart, D. E.; Sinsheimer, J. E.; Vaz, A. D.; Wotring 
L. L. Cancer Chemoth. Pharm. 1997, 39, 537-540. 
100
 Terzolo, M.; Pia, A.; Berruti, A.; Osella, G.; et al. J. Clin. Endocr. Metab. 2000, 85, 2234-2238. 
101
 (a) Shamson, E.; Miller, S. N Engl. J. Med. 1962, 266, 1354. (b) Ryalls, M. R.; Pinkerton C. 
R.; Meller. S. T.; Talbot, D.; McElwain, T. J. Med. Pediatr. Oncol. 1992, 20, 119-123. (c) 
S Yetgin. S.; Tuncer. M. A.; Çetin, M.; Gümrük, F.; Yenicesu, I.;Tunç, B.; Öner. A. F.; Toksoy, H.; 
Koç; A.; Aslan, D.; Özyürek, E.; Olcay, L.; Atahan, L.; Tunçbilek, E.;  Gürgey. A. Leukemia 2003, 
17, 328-333. 
  
54 CAPÍTULO I 
 
Figura 1.45. Estructura de la prednisona. 
1.10.8  ANTICUERPOS MONOCLONALES 
En ausencia de un sistema vascular los tumores se mantienen pequeños 
(1-2 mm) pero la activación de la angiogénesis permite el aporte de nutrientes 
y provoca el crecimiento del tumor. El factor de crecimiento vascular endotelial 
(VEGF) es el mediador clave de la angiogénesis y la inhibición de esta 
proteína es una de los más recientes dianas terapéuticas de la medicina 
oncológica ya que el VEGF está involucrado de manera central en el 
crecimiento, la proliferación y la resistencia al tratamiento de los tumores. El 
ARNm del VEGF está incrementado en la mayoría de los tumores humanos, 
incluyendo tumores colorrectales, de mama, del tracto gastrointestinal y varios 
tumores intracraneales.102  
La generación de VEGF provoca la estimulación del sistema de capilares 
sanguíneos, lo que permite el aporte de oxígeno y los nutrientes que necesita 
el tumor para crecer y metastatizar.103  
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Los VEGF se unen con alta afinidad a receptores específicos 
denominados VEGFR, que tienen actividad tirosina-quinasa (RTKs). Estos 
receptores se localizan en la superficie de las células endoteliales vasculares y 
en la superficie de células derivadas de la médula ósea. Los VEGFR constan 
de un dominio extracelular constituido por siete dominios inmunoglobulínicos, 
una región transmembrana y un dominio intracelular con actividad tirosina-
quinasa.104 La unión de VEGF a su receptor produce la dimerización de éste 
produciéndose a continuación la trans-autofosforilación de residuos tirosina en 
el dominio intracelular del receptor. La fosforilación inicia la cascada de 
señales intracelulares que modulan la activación de varias proteínas de 
trasducción como las MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). 
Los anticuerpos monoclonales (AMC) están compuestos por cadenas de 
proteínas con una conformación especial enforma de Y. La mayoría de 
anticuerpos monoclonales son de origen murino producidos por una 
combinación híbrida. Los AMC pueden ser usados para reconocer segmentos 
proteicos específicos sobre la superficie celular de las neoplasias. 
El anticuerpo monoclonal bevacizumab (Avastin®) puede prolongar la 
supervivencia de los pacientes con cáncer colorrectal metastásico cuando se 
emplea como fármaco de primera línea combinado con quimioterapia.  
En la Figura 1.46 se representa el modo de acción del bevacizumab, que 
se basa en el reconocimiento del VEGF por el anticuerpo, lo que impide la 
unión de la proteína a su receptor VEGFR.  
Uno de los nuevos métodos de tratamiento antitumoral combina la 
administración de bevacizumab y de sorafenib (Nexavar®) aumentándose de 
esta manera los efectos inhibitorios de la acción del VEGF.105 
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Figura 1.46. Modo de acción del bevacizumab. 
 
Los receptores de los factores de crecimiento epidérmico humano HER2, 
HER1, HER2, HER3 y HER4 son, al igual que los receptores VEGFR, 
receptores transmembrana con actividad tirosina-quinasa. La fosforilación del 
dominio tirosina-quinasa de estos receptores, mediante homodimerización o 
heterodimerización, desencadena rutas de señalización celular implicadas en 
la regulación del crecimiento, la migración, la diferenciación y la supervivencia 
celular.106 El receptor HER2 es la pareja preferida por los otros receptores 
HER en el proceso de heterodimerización. La activación del receptor HER2 
promueve la señalización mediante la vía RAS–MAPK y la vía PI3-K 
(fosfatidinilinositol). 
La ruptura del dominio extracelular del HER2 libera un fragmento, 
denominado p95, que permanece unido a la membrana celular y exhibe 
actividad tirosina-quinasa aumentada, lo que favorece la metástasis de las 
células cancerosas.107  
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El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal, comercializado con el 
nombre de Herceptin® por la compañía Roche, que se emplea en el 
tratamiento de pacientes con cáncer de mama cuyos tumores sobreexpresan 
la proteína HER2 o presentan amplificación del gen HER2.108 En la Figura 1.47 
se representan los modos de acción del trastuzumab. 
 
 
Figura 1.47. Modos de acción del trastuzumab. 
El trastuzumab se une al dominio extracelular del HER2 impidiendo la 
escisión del receptor y por tanto la formación del fragmento p95. Por otro lado, 
la unión del trastuzumab a HER2 impide el proceso de homodimerización o 
heterodimerización, bloqueándose de esta forma el proceso de señalización 
celular. 
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1.10.9  VACUNAS ANTITUMORALES  
El objetivo de las vacunas antitumorales es aumentar la inmunogenicidad 
tumoral y su empleo en tratamientos oncológicos se fundamenta en la 
existencia de diferencias cualitativas y cuantitativas en la expresión de los 
antígenos entre la mayoría de las células cancerosas y no cancerosas.109  
Los virus del papiloma humano (VPH), o papilomavirus, son un grupo de 
más de 150 virus relacionados. Se les llama papilomavirus porque algunos de 
sus tipos pueden causar verrugas, o papilomas, las cuales son tumores 
benignos (no cancerosos). Sin embargo, algunos tipos de los virus del 
papiloma humano están relacionados con ciertos tipos de cáncer siendo la 
infección por VPH de alto riesgo la causa principal del cáncer de cuello uterino 
(cérvix). Se sabe también que la infección por VPH de alto riesgo causa 
algunos cánceres de orofaringe, de vulva, vagina y de pene.110 La FDA ha 
aprobado dos vacunas para prevenir la infección por VPH: Gardasil® y 
Cervarix®.111 Ambas vacunas son muy efectivas en la prevención de 
infecciones por los tipos 16 y 18 de VPH, dos de los VPH de alto riesgo que 
causan la mayoría (70%) de los cánceres de cuello uterino y de ano. Aunque 
las vacunas contra VPH pueden ayudar a impedir la infección futura por VPH, 
no ayudan a eliminar las infecciones por VPH ya presentes. 
En abril de 2010, la FDA aprobó la primera vacuna para el tratamiento del 
cáncer metastático de próstata.112 Esta vacuna, denominada sipuleucel-T 
(Provenge®), está  diseñada para estimular una respuesta inmunitaria a la 
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fosfatasa ácida prostática (PAP), un antígeno que se encuentra en la mayoría 
de las células cancerosas de próstata.  
Sipuleucel-T debe formularse para cada paciente, ya que la vacuna se 
crea a partir de células con indicios de antígeno APC (del acrónimo inglés 
Antigen-Presenting Cells), aisladas de la sangre del paciente. Las células se 
cultivan con una proteína llamada PAP-GM-CSF y se infunden en el enfermo. 
Las células APC que han absorbido PAP-GM-CSF estimulan las células T del 
sistema inmunitario y destruyen las células del tumor que expresan fosfatasa 
ácida prostática. 
1.10.10 TERAPIA GÉNICA  
Las terapias génicas se basan en la normalización del ciclo celular 
mediante la inserción de genes que inhiben los oncogenes y restauran la 
actividad de los genes supresores de tumores. La utilidad clínica de esta 
terapia depende de los avances en la tecnología, de los vectores de 
transferencia génica y del desarrollo de la seguridad, eficiencia y flexibilidad de 
los actuales sistemas de transporte de genes.113 
1.10.11 INMUNOCONJUGADOS  
Otra estrategia terapéutica que permite optimizar el tratamiento 
antineoplásico consiste en la combinación de las moléculas de los anticuerpos 
monoclonales con sustancias que incrementen la eficacia citotóxica frente a 
las células tumorales, como fármacos, radioisótopos y toxinas.114 Muchos 
laboratorios están actualmente desarrollando protocolos de manipulación con 
objeto de potenciar la actividad antitumoral de los anticuerpos monoclonales. 
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1.1.1.1 RESISTENCIA MÚLTIPLE A FÁRMACOS (MDR)  
El uso continuado de un agente antineoplásico conlleva, muy a menudo, la 
aparición de resistencia al fármaco que puede ser debida a una menor 
concentración intracelular del agente terapéutico, a una mayor destoxificación 
celular, a una alteración de la diana celular, o una mayor función reparadora 
del ADN. Las glicoproteínas de membrana juegan un papel clave en el 
proceso de resistencia. Hasta el momento se han identificado dos de estas 
proteínas: la glicoproteína-P y la proteína asociada a la multirresistencia 
(MRP). Ambas actúan como transportadores de membrana y pueden actuar 
expulsando fuera de la célula agentes lipofílicos antineoplásicos.115 En la 
Figura 1.48 se representa esquemáticamente el modo de acción de la 
glicoproteina-P. 
 
Figura 1.48. Representación del modo de acción de la glicoproteína-P. 
La resistencia puede ser de tipo intrínseco, lo que significa que el paciente 
con un tipo de cáncer determinado no responde al fármaco en concreto, o 
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puede tratarse de resistencia adquirida en tumores que inicialmente 
responden a la terapia pero que con el tiempo exhiben un fenotipo resistente. 
Para evadir estos sistemas de defensa se han desarrollado fármacos que 
inhiben o compiten con la glicoproteina-P, como la ciclosporina A y la quinina 
que actualmente se encuentran en fase clínica.  
1.11   EL CICLO CELULAR 
En el siglo XIX, el biólogo alemán Rudolf Virchoff propuso la teoría celular 
según la cual "las células sólo provienen de células". Así, las células 
existentes se dividen a través de una serie ordenada de pasos, agrupados con 
el nombre de ciclo celular, en los cuales la célula aumenta el número de 
componentes intracelulares (proteínas y organelos), duplica su material 
genético y finalmente se divide. El ciclo celular se divide en dos fases: estado 
de no división o interfase y estado de división o fase de mitosis (M) (véase la 
Figura 1.49). 
 
 
Figura 1.49. Representación de las fases del ciclo celular. 
  
62 CAPÍTULO I 
La interfase es el periodo comprendido entre divisiones o mitosis y consta 
de: 
a) Fase G1 (del inglés Growth o Gap 1). Esta fase trascurre entre el fin de 
una mitosis y el inicio de la síntesis de ADN y en ella se lleva a cabo la 
síntesis de proteínas y de ARN. Tiene una duración de entre 6 y 12 horas, y 
durante este tiempo la célula duplica su tamaño y su masa debido a la 
continua síntesis de todos sus componentes. 
b) Fase S (del inglés Synthesis). En esta fase se produce la replicación o 
síntesis del ADN. En la fase S se duplican los cromosomas y como resultado 
el núcleo contiene el doble de proteínas nucleares y de ADN que al inicio de 
esta fase. Tiene una duración de unas 10-12 horas que es, aproximadamente, 
la mitad de la duración de todo el ciclo celular.  
c) Fase G2 (del inglés Growth o Gap 2). En esta fase continúa la síntesis 
de proteínas y ARN. Tiene una duración de entre 3 y 4 horas y termina 
cuando la cromatina empieza a condensarse al inicio de la mitosis. Al final de 
la fase G2 el material genético ya se encuentra totalmente duplicado. 
La fase M (mitosis) comprende dos procesos íntimamente acoplados: la 
mitosis, en el cual los cromosomas de la célula, una vez duplicados, se 
distribuyen entre las que han de ser dos células hijas, y la citocinesis en la que 
se produce la separación física del citoplasma en dos células hijas, cada una 
de ellas con idéntica dotación cromosómica. La fase de mitosis se divide en: 
a) Profase. En esta etapa los cromosomas, constituidos por dos 
cromátidas hermanas, se condensan en el núcleo, mientras en el citoplasma 
se inicia el ensamblaje del huso mitótico a partir de los centrosomas.  
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Figura 1.50. Representación de la célula en fase G2 y en profase. 
b) Prometafase y metafase. En la prometafase los microtúbulos se unen a 
los cinetocoros (situados en el centrómero del cromosoma, uno por cada 
cromátida hermana) y la membrana nuclear comienza a romperse. En la 
metafase la membrana nuclear está completamente rota y los cromosomas 
comienzan a unirse a los centrosomas del huso mitótico para alinearse en la 
placa metafásica. 
 
Figura 1.51. Representación de la célula en prometafase y en metafase. 
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c) Anafase. En esta etapa se produce la separación de las cromátidas 
hermanas, que migran hacia polos opuestos de la célula atraídas por los 
microtúbulos. 
 
Figura 1.52. Representación de la célula en anafase. 
d) Telofase. En esta etapa ambos juegos de cromosomas llegan a los 
polos de la célula y adoptan una estructura menos densa. Comienza a 
formarse la envoltura nuclear. Al finalizar esta fase se inicia la formación de un 
anillo contráctil de actina y miosina. 
e) Citocinesis. En esta etapa se divide la célula mediante el anillo 
contráctil de actina y miosina, formándose las dos células hijas, cada una con 
un juego completo de cromosomas. 
 
Figura 1.53. Representación de la célula en telofase-citocinesis. 
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Las células que, temporal y reversiblemente, han detenido su programa de 
proliferación se dice que han entrado en un estado de quiescencia o G0, 
mientras que aquellas células que detienen definitivamente la división celular, 
por envejecimiento o por acumulación de lesiones en su ADN, se definen 
como senescentes. El término post-mitótico se utiliza, en ocasiones, para 
referirse a células tanto quiescentes como senescentes.  
Los acontecimientos moleculares que controlan el ciclo celular están 
ordenados direccionalmente siendo imposible revertir el ciclo. En el proceso, 
existen dos tipos de moléculas clave, ciclinas y quinasas dependientes de 
ciclinas. Estas proteínas se conocen con el nombre de factores de promoción 
de la maduración celular.  
El ciclo celular se encuentra bajo la supervisión de los denominados puntos 
de control (checkpoints en inglés). Este sistema de vigilancia controla la 
progresión celular y detiene de inmediato su progresión si detecta que se ha 
producido cualquier alteración o daño en el ADN, o si cualquier acontecimiento 
clave, como la correcta unión de un cromosoma al huso mitótico, ha tenido 
lugar de manera inadecuada. Tales puntos de control garantizan que la célula 
se divida exclusivamente cuando se han completado todos y cada uno de los 
requisitos que garantizan la normalidad o salud de las células hijas. 
Existen tres puntos de control claves en la progresión del ciclo celular. El 
primero de ellos es el denominado punto de restricción, que marca la 
transición desde la fase G1 a la fase S. El segundo se sitúa entre la metafase 
y la anafase (control del huso), y el tercero entre la anafase y la telofase. 
Además, existe un complejo sistema de puntos de control “accesorios” que se 
encargan de examinar el ADN celular, para garantizar que tanto éste como su 
copia están libres de cualquier tipo de alteración. Para llevar a cabo estas 
comprobaciones la célula dispone de cuatro estaciones de vigilancia:  
1) Durante la fase G1. 
2) A la entrada de la fase S. 
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3) Casi al final de la fase S. 
4) A la entrada de la fase M.  
Como resumen se puede indicar que los puntos de control se encargan de: 
a) Asegurar que el ADN de la célula ha replicado completamente y con 
éxito su genoma. 
b) Comprobar que todos los cromosomas están listos y en su sito en el 
huso mitótico. 
c) Verificar que se dan las condiciones necesarias para que se proceda a 
la citocinesis.  
Dos ejemplos ponen de manifiesto la vital importancia del correcto 
funcionamiento de los puntos de control. El primer ejemplo está relacionado 
con la proteína p53 cuya función es bloquear el ciclo celular si el ADN está 
dañado e inducir la apoptosis si la lesión en el ADN es irreparable. Una 
mutación del gen que codifica esta proteína es la mutación que, con mayor 
frecuencia, conduce a cáncer. El caso extremo es el síndrome de Li-
Fraumeni,116 en el cual un defecto génico en p53 conduce a una elevada 
incidencia de diferentes tipos de cánceres en los individuos afectados.  
El segundo ejemplo está relacionado con la proteína p27. Esta biomolécula 
está implicada en el punto de control entre la fase G1 y la fase S y se acopla al 
complejo formado por una ciclina y una CDK (del inglés Cyclin Dependent 
Kinase), inactivándolo y bloqueando la entrada a la fase S del ciclo celular. 
Existen estudios que sugieren que el pronóstico del cáncer de mama humano 
está determinado por los niveles de p27, siendo generalmente malo cuando se 
dan niveles bajos de esta proteína en pacientes portadores del tumor.117 
                                               
116
 Li, F. P.; Fraumeni, J. F. Ann. Intern. Med. 1969,  71, 747-752. 
117
 Loda, M.; Cukor, B.;Tam, S. W.; Lavin, P.; et al. Nat. Med. 1997, 3, 231-234. 
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1.12 TUBULINA Y MICROTÚBULOS 
La tubulina es una proteína heterodimérica formada por una subunidad α y 
una β, con un peso aproximado, cada una de ellas, de 55 kDa. La unión 
cabeza-cola de los dímeros forma protofilamentos que, a su vez, se unen 
mediante interacciones laterales formando un cilindro hueco denominado 
microtúbulo (MT).  
La secuencia aminoacídica de la tubulina se encuentra muy conservada en 
todos los organismos eucariotas.118 Cada monómero contiene alrededor de 
450 aminoácidos y una molécula de GTP. Los monómeros alfa y beta 
comparten aproximadamente el 40% de identidad de secuencia y sus 
estructuras tridimensionales son muy similares.119 La α-tubulina se diferencia 
de la β-tubulina por la presencia de un bucle, denominado bucle S9-S10, algo 
más largo (8 aminoácidos más) que en la β-tubulina. Ambas subunidades 
constituyen el protómero, la unidad estructural básica de los microtúbulos.  
En la Figura 1.54 se indica la estructura tridimensional del dímero de 
tubulina formada por la agrupación de α- y β-tubulina. La subunidad alfa se 
encuentra en la parte inferior de la figura y la subunidad beta en la parte 
superior. El GTP que contienen ambas subunidades se encuentra coloreado 
en rojo. La molécula de GTP que transporta el monómero de α-tubulina no es 
hidrolizable a GDP mientras que la del monómero de β-tubulina si es 
hidrolizable. Esta capacidad de hidrólisis del GTP colocado en la subunidad de 
β-tubulina juega un papel primordial en el proceso de inestabilidad dinámica 
de los microtúbulos, proceso que se explicará con un poco más de detalle en 
la sección 1.12.2. 
                                               
118
 (a) Burns, R. G.; Surridge, C. FEBS Lett, 1990, 271, 1. (b) Ducki, S.; Mackenzie, G.; Greedy, 
B.; Armitage, S.; Fournier Dit Chabert, J.; Bennett E.; Nettles, J.; Snyder, J.; Lawrence, Nicholas 
J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 17, 7711-7722. 
119
 Nogales, E.; Whittaker, M.; Milligan, R. A.; Downing, K. H. Cell 1999, 96, 79-88. 
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Figura 1.54. Estructura tridimensional del dímero de tubulina. 
1.12.1 FORMACIÓN DE LOS MICROTÚBULOS 
Los microtúbulos sirven como pistas para el transporte intracelular, son 
los componentes esenciales de cilios y flagelos y son los principales 
componentes del huso mitótico. Los microtúbulos se forman mediante uniones 
cabeza-cola de dímeros de tubulina. Esta polimerización forma unos 
protofilamentos que se agregan lateralmente para dar lugar a los microtúbulos, 
que son unos cilindros huecos compuestos por 10-15 filamentos (usualmente 
13 en mamíferos). Una tercera isoforma de tubulina, denominada γ-tubulina, 
actúa de plantilla asegurando el correcto ensamblaje de los microtúbulos. 
Debido a que todos los protofilamentos de un microtúbulo tienen la misma 
orientación, un extremo está compuesto por un anillo de β-tubulina 
(denominado extremo +) y, el opuesto, por un anillo de α-tubulina 
(denominado extremo -, véase la Figura 1.55). 
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Figura 1.55. Representación de un microtúbulo con adición de tubulina al extremo (+). 
Como se ha indicado anteriormente, los monómeros constituyentes de la 
tubulina llevan asociada una molécula de GTP, pero la colocada en el 
monómero β es hidrolizable a GDP mientras que la del monómero α no es 
hidrolizable. Así, cuando un nuevo dímero de tubulina se añade al extremo (+) 
del microtúbulo en crecimiento, el dominio catalítico de la α-tubulina contacta 
con el nucleótido GTP de la β-tubulina recién incorporada y provoca su 
hidrólisis a GDP. Como resultado, el cuerpo del microtúbulo está compuesto 
de β-tubulina GDP, salvo en el extremo (+), en el que existe una capa de 
dímeros de tubulina con la subunidad β unida a GTP, denomina usualmente 
tapón GTP.  
La polimerización microtubular involucra a los denominados centros 
organizadores de microtúbulos (COMTs), que en células animales son los 
centrosomas. A partir del centrosoma, los microtúbulos crecen hacia la 
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periferia formando una pequeña estructura con forma de estrella conocida 
como áster En interfase el centrosoma está habitualmente localizado en un 
lado del núcleo, cerca de la superficie de la membrana nuclear externa (véase 
la Figura 1.50).  
En el interior del centrosoma se encuentran un par de estructuras, 
cilíndricas perpendiculares entre sí, en una configuración con forma de L. 
Estas estructuras, denominadas centriolos, están formadas por nueve tripletes 
de microtúbulos, los cuales se orientan adoptando un aspecto de turbina 
(véase  la Figura 1.56). 
 
Figura 1.56. Representación de los centriolos (izquierda) y posición en la célula 
(derecha). 
Rodeando cada par de centriolos, tanto en interfase como en metafase, se 
encuentra una región del citoplasma denominada material pericentriolar o 
matriz centrosomal, que es la parte del centrosoma encargada de la 
nucleación y de la polimerización de microtúbulos. La composición proteica de 
la matriz centrosomal es conocida sólo de forma parcial, e incluye a la γ-
tubulina, un tipo especial de tubulina que no se incorpora en los microtúbulos. 
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1.12.2  INESTABILIDAD DINÁMICA DE LOS MICROTÚBULOS 
La hidrólisis del GTP en la subunidad β cambia la conformación del 
monómero en cuestión, que pasa de una conformación recta a una 
ligeramente curvada, tal y como se muestra en la parte B de la Figura 1.57.120  
 
Figura 1.57. Cambio conformacional en un microtúbulo 
 
Si la adición de dímeros es rápida, se forma en el extremo (+) del 
microtúbulo un tapón de β-tubulina unida a GTP. Sin embargo, si la adición es 
lenta el microtúbulo adquiere una conformación muy curvada (véase la parte C 
de la Figura 1.57), que provoca su despolimerización, lo que explica la 
inestabilidad dinámica de estos polímeros.121. La estabilización de la tubulina 
en su conformación curvada, representada a la derecha de la Figura 1.57, se 
consigue mediante el complejo tubulina-estatmina.122 El proceso de 
polimerización-despolimerización de los microtúbulos es un equilibrio dinámico 
                                               
120
 Krebs, A.; Kenneth, N.G.; Hoenger, A., EMBO reports, 2005, 6, 228-232. 
121
 Martínez-Buey, R. Tesis Doctoral. Interacciones de microtúbulos con ligandos activadores de 
tubulina. Universidad Complutense de Madrid-Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC, 
Madrid), 2005. 
122
 La estatmina se une a dos moléculas de tubulina dimérica y forma un complejo ternario 
denominado complejo T2S. La tubulina unida a estatmina no es polimerizable y no se puede 
ensamblar en los microtúbulos. (a) Jourdain. L.; Curmi, P.; Sobel, A.; Pantaloni, D.; Carlier, M. F. 
Biochemistry 1997, 36, 10817-10821. (b) Steinmetz, M. O.; Kammerer, R. A.; Jahnke, W.; 
Goldie, K. N.; Lustig, A.; van Oostrum, J. EMBO J. 2000, 19, 572-580. 
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que no solo está regulado por el GTP sino por Mg2+, proteínas asociadas a 
microtubulos como MAP1A, proteína tau o kinesina, por dineína y por la 
denominada concentración crítica (CC) de tubulina.  
El proceso de polimerización de los microtúbulos se indica de forma gráfica 
en la Figura 1.58 y consta de las siguientes fases:123 
a) Fase de nucleación, en la que se empiezan formar los oligómeros. 
b) Fase de alargamiento, en la que se añaden subunidades de tubulina a 
ambos lados del microtúbulo. 
c) Fase meseta, en la cual el microtúbulo entra en un equilibrio dinámico en 
el que se añaden subunidades a un extremo y se eliminan en el otro extremo. 
En esta fase la concentración de subunidades de tubulina que permanece en 
disolución se conoce como concentración crítica (Cr). La concentración crítica 
se define como la concentración mínima de subunidades que produce 
polimerización del terminal.  
 
Figura 1.58. Gráfica de polimerización de microtúbulos en función del tiempo 
                                               
123
 Para una animación sobre el proceso de inestabilidad dinámica de los microtúbulos véase:  
http://www.hhmi.org/research/structural-studies-macromolecular-assemblies 
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Los microtúbulos son estructuras muy dinámicas que están continuamente 
ensamblándose y desensamblándose. Este continuo cambio se debe a que 
los microtúbulos exhiben dos fenómenos dinámicos intrínsecos que son 
importantes para su funcionalidad celular:  
a) El recambio rotatorio, denominado en inglés treadmilling, en el que tiene 
lugar la adición de dímeros de tubulina en el terminal positivo mientras que al 
mismo tiempo se van liberando en el terminal negativo, permaneciendo 
constante la longitud del microtúbulo.124 Este proceso, parecido a una cinta de 
transporte sin fin, tiene lugar durante la metafase y la anafase, en las que es 
esencial la transmisión de señales intracelulares desde el cinetocoro a los 
polos.125 
b) La inestabilidad dinámica, fenómeno que provoca oscilaciones rápidas 
de alargamientos y acortamientos de los microtúbulos. El balance entre 
alargamiento y acortamiento depende de la hidrólisis de GTP a GDP y de la 
velocidad de adición de nuevos dímeros de tubulina al extremo terminal (+).126 
La Cc depende de la presencia de tapón de GTP o GDP y, por tanto, tiene 
valores distintos según sea el extremo (+) o el (-). Así, si la concentración de 
tubulina es mayor que la Cc del extremo (+) pero menor que la Cc del extremo 
(-) el microtúbulo crece en una sola dirección, agregando subunidades al 
extremo (+) y disociando subunidades del extremo (-). 
1.12.2.1 INESTABILIDAD DINÁMICA 
La inestabilidad dinámica de los microtúbulos permite que, en una misma 
célula, algunos microtúbulos estén despolimerizándose (catástrofe) y otros 
elongándose (rescate) (véase la Figura 1.59). Este comportamiento tan 
                                               
124
 (a) Margolis, R. L.; Wilson, L. Cell 1978, 13, 1. (b) Margolis R. L.; Wilson, L. Bioessays 1998, 
20, 830-836. 
125
 McIntosh, J. R.; Grishchuk,  E. L.; West, R. R. Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 2002, 18, 193-219. 
126
 (a) Mitchison,  T.; Kirschner, M. Nature 1984, 312, 237-242. (b) Nogales, E.; Alushin, G. 
Compr. Biophysics 2011, 4, 72-92. 
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peculiar permite que los microtúbulos exploren el citoplasma en diferentes 
direcciones. La célula fija las estructuras de los microtúbulos mediante la unión 
a los mismos de las proteínas MAP (proteínas asociadas a los microtúbulos). 
 
 
Figura 1.59. Catástrofe y rescate de microtúbulos 
1.12.3  CENTROSOMAS, CINETOCOROS Y MICROTÚBULOS 
En el ciclo celular juegan un papel clave los centrómeros y los cinetocoros. 
Los centrómeros son las zonas de estrechamiento o constricción de las 
cromátidas. Los centrómeros constituyen los lugares en los que los 
cromosomas se unen al huso mitótico durante la división celular, siendo los 
responsables de la migración de las cromátidas a los polos y por ello del 
reparto equitativo de la información genética entre las dos células hijas. 
Los centrómeros están formados por regiones de ADN denominadas 
satélite alfa, a las que se unen específicamente proteínas propias del 
centrómero. Una única unidad de ADN satélite mide 171 pares de bases de 
longitud. Estas regiones de ADN centromérico forman parte de la 
heterocromatina y no son activas desde el punto de vista genético. La primera 
proteína identificada como formadora del centrómero fue una variante de la 
histona H3 y fue denominada CENP-A, del inglés CENtromere Protein. Otra 
( +) ( - )
Cat á st rofe Res cat e
GDP GTP
Tubulina-GTP
Tubulina-GDP
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proteína que forma el complejo centromérico es la denominada CENP-B, la 
cual se une al ADN satélite. Cada unidad de ADN satélite tiene un sitio de 
unión de 17 pares de bases llamado caja CENP-B, porque a él se unen 
unidades de la proteína CENP-B. Tanto CENP-A como CENP-B son proteínas 
del centrómero interno que interaccionan directamente con el ADN. 
Actualmente se han identificado más de 20 CENPs que contribuyen a formar 
todo el complejo centromérico. 
La principal función del centrómero es proporcionar la base para el 
ensamblaje del cinetocoro, que es una estructura proteica sobre la que se 
anclan los microtúbulos del huso mitótico. 
 
Figura 1.60. Representación de los centrómeros y del cinetocoro en la cromátida. 
El cinetocoro es esencial para la segregación cromosómica durante la 
división celular ya que desde el cinetocoro se produce el "tirón" necesario para 
separar las cromátidas de cada cromosoma durante la anafase mitótica y 
llevarlas, ayudadas por los microtúbulos, a cada uno de los polos del huso 
mitótico. 
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Se han propuesto dos modelos para explicar el movimiento de las 
cromátidas hacia los polos del huso mitótico. En uno de ellos las proteínas 
motoras de los microtúbulos, que forman parte del cinetocoro, utilizan la 
energía de hidrólisis del ATP para arrastrar el cromosoma a lo largo del 
microtúbulo al que está unido, produciéndose a continuación la 
despolimerización de los microtúbulos (véase la parte A de la Figura 1.61). 
En el otro modelo, el desplazamiento de los cromosomas está provocado 
por la despolimerización de los microtúbulos cinetocóricos, lo que obliga al 
deslizamiento del cinetocoro hacía el polo a fin de mantenerse unido al 
microtúbulo (véase la parte B de la Figura 1.61). 
 
 
Figura 1.61. Modelos para el desplazamiento de los cromosomas hacia los polos del 
huso mitótico. 
1.13 COMPUESTOS ANTITUMORALES QUE SE UNEN A TUBULINA  
Un compuesto antimitótico es el que inhibe o impide la mitosis celular. Esta 
acción biológica se puede conseguir mediante el empleo de compuestos que 
se unen a la tubulina y alteran el proceso de inestabilidad dinámica de los 
microtúbulos.127 En la Figura 1.62 se clasifican los compuestos que 
                                               
127
 Carlson, R. O. Expert Opin. Investig. Drugs 2008, 17, 707-722. 
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interaccionan con tubulina en función de su acción estabilizadora o 
desestabilizadora de los microtúbulos y del sitio de unión a los microtúbulos.128 
 
Figura 1.62. Compuestos que se unen a tubulina.  
1.13.1  ALCALOIDES DE LA VINCA 
Los primeros compuestos obtenidos de plantas empleados en tratamientos 
antitumorales fueron la vinblastina (Velban®) y la vincristina (Oncovin®).129 La 
vinblastina se aísla de la planta de Madagascar Catharanthus roseus (L.) G. 
Don. (Vinca rosea L.) y se administra en afecciones tales como la enfermedad 
de Hodgkin, el linfoma no-Hodgkin, el cáncer testicular, de mama, pulmonar, 
de cabeza y cuello, de vejiga, el sarcoma de Kaposi, la micosis fungoide 
(linfoma de células T).130 
                                               
128
 (a) Checchi, P. M.; Nettles, J. H.; Zhou, J.; Snyder, J. P.; Joshi, H. C.  Trends  Pharmacol. 
Sci. 2003, 24, 361-365. (b) Jordan, M. A.; Wilson, L. Nat. Rev. 2004, 4, 253-265.  
129
 Sarabia, F.; García-Catro, M.; Sánchez-Ruiz A. Curr. Bioact. Compd. 2006, 2, 269-299. 
130
 (a) Bates, D. J. P.; Salerni, B. L.; Lowrey C. H.; Eastman. A. Cancer. Biol. Ther. 2011, 12, 
314-325. (b) Klement,, G.; Baruchel, S.; Rak, J.; Man, S.; Clark, K.; Hicklin, D. J.; Bohlen, P.; 
Kerbel, R. S. J. Clin.  Invest. 2000,105, 15-24. 
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La vincristina (Oncovin®, Vincasar PFS®, Vincrex®) también se extrae de la 
planta C. roseus y se emplea en el tratamiento de la leucemia aguda, linfomas 
de Hodgkin y no Hodgkin, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de 
Ewing, tumor de Wilms, mieloma múltiple, leucemias crónicas, cáncer tiroideo, 
tumores cerebrales.131  
 
 
Figura 1.63. Imagen de C. roseus y estructura de la vinblastina. 
 
La vindesina (Enison®) y la vinorelbina (Navelbine®) son análogos 
semisintéticos de los alcaloides de origen natural.132 
 
Figura 1.64. Estructuras de la vincristina, vindesina y vinorelbina. 
                                               
131
 (a) Groth-Pedersen, L.; Stampe Ostenfeld, M. S.; Høyer-Hansen, M.; Nylandsted, J.; Jäättelä, 
M. Cancer Res. 2007, 67, 2217-2225. (b) Gidding, C. E.; Kellie, S. J.; Kamps, W. A.; et al. Crit. 
Rev. Oncol. Hematol. 1999, 29, 267-87. 
132
 Johnson, I. S.; Armstrong, J. G.; Gorman, M.; Burnett J. P. Cancer Res. 1963, 23, 1390-
1427.  
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Los alcaloides de la vinca se unen a la β-tubulina en el denominado sitio de 
unión Vinca en una zona en la interfase entre la α- y la β-tubulina. En la Figura 
1.65 se representa la unión de la vinblastina a la unidad de β-tubulina del 
dímero de tubulina.133 
 
Figura 1.65. Representación de la unión de vinblastina a tubulina. 
La acción antimitótica de los alcaloides de la vinca se debe a la supresión 
de la dinámica de los microtúbulos, más que a la despolimerización de éstos. 
Así, a concentraciones altas y en células HeLa, los alcaloides de la vinca 
provocan un incremento en el número y longitud de husos mitóticos con forma 
de estrella.134 A concentraciones relativamente altas (10-100 nM) la vinblastina 
despolimeriza a los microtúbulos y destruye el huso mitótico, bloqueando las 
células en mitosis.135 A concentraciones bajas, del orden de 0.8 nM, la 
vinblastina no despolimeriza a los microtúbulos, pero continúa siendo capaz 
de bloquear la mitosis e inducir la muerte celular mediante apoptosis.136  
                                               
133
 Gigant, B.; Wang, C.; Ravelli R. B.; Roussi, F.; Steinmetz, M. O.; Curmi, P. A. Nature 2005, 
435, 519-522. 
134
 Jordan, M. A.; Thrower, D.; Wilson, L. Cancer Res. 1991, 51, 2212-2222. 
135
 Jordan, M. A.; Margolis, R. L.; Himes, R. H.; Wilson, L. J. Mol. Biol. 1986, 187, 61-73. 
136
 Haskins, K.M.; Donos, J.A.; Himes, R.H. J. Cell Sci. 1981, 47, 237-247. 
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La unión de los alcaloides de la vinca a la tubulina es rápida y reversible.137 
In vitro, la vinblastina se une con alta afinidad a la tubulina situada en el 
extremo (+) del microtúbulo y con menos afinidad a la situada en el interior del 
mismo (véase la Figura 1.66).138  
 
 
 
Figura 1.66. Sitios de unión de vinblastina en el microtúbulo. 
La disminución del treadmilling y de la dinámica de los microtúbulos 
provocada por los alcaloides de la vinca impide el normal ensamblaje del huso 
mitótico y rebaja la tensión que ejercen los cinetocoros sobre los cromosomas. 
La mitosis se retrasa en metafase y los cromosomas se quedan pegados en el 
ecuador del huso mitótico, incapaces de viajar hacia los polos del huso. La 
señal del ciclo celular que permite progresar desde metafase a anafase se 
bloquea y la célula entra en apoptosis. 
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1.13.2 CRIPTOFICINAS 
La criptoficina-1 es un metabolito secundario producido por una 
cianobacteria del género Nostoc.139 Su actividad citotóxica, que es similar a la 
de los alcaloides de la vinca, se basa en su potente acción inhibidora de la 
polimerización de los microtúbulos. La criptoficina-52 es un análogo sintético 
de la criptoficina-1. 
 
Figura 1.67. Estructuras de la criptoficina-1 y de la criptoficina-52. 
Se cree que la cianobacteria produce la criptoficina-1 para protegerse del 
ataque de hongos u otros tipos de algas y de este modo conseguir una ventaja 
ecológica en la búsqueda de la luz solar y de nutrientes. Esta clase de 
protección es necesaria puesto que la cianobacteria es incapaz de evadirse de 
los microorganismos que puedan colocarse sobre ella impidiéndole el acceso 
a la luz solar, con el consiguiente bloqueo de su proceso fotosintético. La 
cianobacteria ha evolucionado de manera que puede distinguir sus 
microtúbulos de los de los organismos extraños, que se caracterizan por 
proliferar más rápidamente. Esta propiedad explica la acción antitumoral de la 
criptoficina-1 que destruye los microtúbulos inhibiendo el proceso de 
                                               
139
 Smith, C. D.; Zhang, X.; Mooberry, S. L.; Patterson, G. M.; Moore, R. E. Cancer Res. 1994 
54, 3779-3784. 
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polimerización de la tubulina, uniéndose al sitio vinca de esta biomolécula140 e 
induciendo la muerte celular por apoptosis.141 
Las criptoficinas mantienen su actividad contra líneas celulares de 
carcinoma de mama y de ovario multirresitentes que sobrexpresan la 
glicoproteína-P. La criptoficina-52 es activa contra la línea celular de cáncer de 
mama humano MX-1. En las líneas celulares de cáncer de pulmón no 
microcítico la actividad antitumoral aumenta si se administra gemcitabina, 
cisplatino o carboplatino junto con criptoficinas. En animales con carcinoma de 
ovario OVCAR-2, la administración de criptoficina-52 aumenta la supervivencia 
en comparación con el tratamiento mediante paclitaxel o docetaxel.142 
1.13.3 HEMIASTERLINA Y TALTOBULINA 
La hemiasterlina es un tripéptido natural que ha sido aislado de la esponja 
marina Hemiasterella minor.143  Este compuesto muestra una potente 
actividad citotóxica in vitro contra la leucemia murina P388 y contra líneas 
celulares humanas de cáncer de mama, ovario, colon y pulmón. La 
hemiasterlina es más potente que la vincristina y el paclitaxel contra células 
tumorales humanas de cáncer de mama MCF7.144 Se ha propuesto que la 
actividad antimitótica de la hemiasterlina se debe a la inhibición de la 
polimerización de los microtúbulos mediante unión al sitio Vinca.145 
                                               
140
 (a) Smith, C. D.;  Zhang. X. J. Biol. Chem. 1996, 271, 6192-6198. (b) Panda, D.; Himes, R. 
H.; Moore, R. E.; Wilson, L.; Jordan, M. A. Biochemistry 1997, 36, 12948-12953. 
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 Drew, L.; Fine, R. L.; Do, T. N.; Douglas, G. P.; Petrylak, D. P. Clin. Cancer Res. 2002, 8, 
3922-3932. 
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 Shih, C.; Teicher, B. A. Curr. Pharm. Des. 2001, 7, 1259-1276. 
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 Talpir, R.; Benayahu, Y.; Kashman, Y.; Pannell, L.;  Schleyer, M. Tetrahedron Lett. 1994, 35, 
4453-4456. 
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 Coleman, J. E.; de Silva, E. D.; Kong, F.; Andersen, R. J.; Allen, T. M. Tetrahedron 1995, 51, 
10653-10662. 
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 Anderson, H. J.; Coleman, J. E.; Andersen, R. J.; Roberge, M. Cancer Chemother. 
Pharmacol. 1997, 39, 223-226. 
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Figura 1.68. Estructuras de la hemiasterlina y de la taltobulina. 
La taltobulina (HTI-286), es un análogo sintético de la hemiasterlina que 
inhibe la polimerización de la tubulina, interrumpe la organización de los 
microtúbulos y provoca parada del ciclo celular y apoptosis. Su IC50 en la línea 
celular HTI-286 es de 2.1 nM.146 Su acción antitumoral se ve mucho menos 
afectada por la sobreexpresión de la glicoproteína-P que otros antitumorales 
como el paclitaxel o la vinblastina.147 
Mediante experimentos de docking, Ravi y colaboradores han propuesto un 
modelo para la unión de la taltobulina a la tubulina que se colocaría en la 
interfaz entre los monómeros de α- y β-tubulina. En la Figura 1.73, tomada de 
la publicación de Ravi y col.,148 se indica la colocación de la taltobulina en el 
dímero de tubulina. 
 
Figura 1.69. Colocación de la taltobulina en el dímero de tubulina. 
                                               
146
 Hadaschik, B. A.; Adomat, H.; Fazli, L.; Fradet, Y.; Andersen, R. J.; Gleave, M. E.; So A. I.  
Clin. Cancer Res. 2008, 14, 1510-1518. 
147
 Loganzo, F.; Discafani, C. M.; Annable, T.; Beyer, C, et al. Cancer Res. 2003, 63, 1838-1845. 
148
 Ravi, M.; Arie Zask, Rush III, T. S. Biochemistry 2005, 44, 15871-15879. 
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En la figura 1.69, la región Vinca de la β-tubulina se muestra en color 
púrpura mientras que la restante región de este monómero aparece coloreada 
en rosa. La taltobulina y el GDP aparecen representados en color azul. La α-
tubulina aparece representada en cintas de color amarillo, naranja y verde. 
1.13.4  TAXANOS 
El paclitaxel (Taxol®) es un metabolito diterpénico que fue aislado de la 
corteza del Taxus brevifolia, recolectado en 1962 en el estado de Washington 
por el botánico Arthur Barclay, del Departamento de Agricultura de EUA, como 
parte de un programa de recolecta al azar del Departamento de Agricultura del 
NCI (National Center Institute).149  
 
Figura 1.70. Imagen de Taxus brevifolia y estructura del paclitaxel (Taxol®). 
El paclitaxel se obtenía del T. brevifolia y para conseguir 1 kg de taxol se 
requerían 10 toneladas de corteza del árbol, lo que equivalía a talar unos 
                                               
149
 (a) Cragg, C.; Boyd, M.; Cardelina II, J.; Newman, D.; Snader, K.; McCloud, T. Ethnobotany 
and drug discovery: the experience of the US National Cancer institute. Ethnobotany and search 
for new drugs. Wiley & Sons. 1994, p. 178. (b) Vega-Ávila, E.; Velasco-Lezama, R.; Jiménez-
Estrada, M. Bioquimia 2006, 31, 97-111. (c) Nirmala, M. J.; Samundeeswari, A.;  Sankar, P. D. 
Res. Plant Biol. 2011, 13, 1-14. 
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3.000 árboles. Las presiones medioambientales tendentes a preservar los 
bosques de T. brevifolia llevaron al Forest Service Bureau of Land 
Management (EUA) a prohibir la tala de estos árboles, lo que obligó a la 
búsqueda de fuentes alternativas de taxol. La solución se encontró en otras 
especies del género Taxus. Así, de las hojas del T. baccata se extrajo la 10-
desacetil-bacatina III (10-DAB, véase la Figura 1.71), que se convierte en 
paclitaxel mediante la unión de la cadena de N-benzoil-β-fenilisoserina.150 
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Figura 1.71. Imagen de Taxus baccata y estructura de la 10-desacetil-bacatina III. 
Otro importante taxano empleado en tratamientos oncológicos es el 
docetaxel (Taxotere®), análogo semisintético del paclitaxel y cuya estructura 
se indica en la Figura 1.72. El paclitaxel y el docetaxel se emplean en el 
tratamiento de cáncer de mama y cáncer no microcítico de pulmón. El 
paclitaxel está indicado también en el tratamiento de carcinoma avanzado de 
ovario, mientras que el docetaxel se emplea también contra el cáncer de 
próstata metastático independiente de andrógenos, el adenocarcinoma 
gástrico y el carcinoma de células escamosas de cuello y cabeza localmente 
avanzado.  
                                               
150
 Denis, J-D.; Greene, A. E.; Guénard, D.; Guéritte-Voegelein, F.; Mangatal, L.; Potier, P. J. 
Am. Chem. Soc. 1988, 110, 5917-5919. 
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Las ventajas del docetaxel, en relación con el paclitaxel, son su mayor 
solubilidad en agua y su mayor eficacia en el tratamiento de ciertos tipos de 
cáncer.151  
 
Figura 1.72. Estructura del docetaxel (Taxotere®). 
 
El paclitaxel se une con baja afinidad a la tubulina soluble pero se une con 
alta afinidad a la subunidad de β-tubulina en la parte interior del tubo que 
forma el microtúbulo (véase la Figura 1.73).152 El paclitaxel accede al sitio de 
unión mediante difusión a través de pequeñas aperturas en la pared del 
microtúbulo.153 La unión del paclitaxel al microtúbulo estabiliza a éste último e 
incrementa el proceso de polimerización al inducir un cambio conformacional 
en la tubulina. Por cada molécula de tubulina hay un sitio de unión de 
paclitaxel y la capacidad de éste para incrementar la polimerización se asocia 
con una estequiometría 1:1 paclitaxel-tubulina en los microtúbulos. Por tanto, 
si un microtúbulo consiste en la unión de 10.000 moléculas de tubulina, el 
incremento de la polimerización requiere la unión de ~5.000 moléculas de 
paclitaxel. El elevado número de moléculas de paclitaxel que se necesitan 
                                               
151
 Jones, S. E.; Erban, J.; Overmoyer, B.; Budd, G. T.; Hutchins, L.; Lower, E.; Laufman, L.; 
Sundaram, S.; Urba, W. J.; Pritchard, K. I.; Mennel, R.; Richards, D.; Olsen, S.; Meyers, M. L.;  
Ravdin. P. M. J. Clin. Oncol. 2005, 23, 5542. 
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 Nogales, E.; Wolf, S. G.; Khan, I. A.; Luduena, R. F.; Downing, K. A. Nature 1995, 375, 424-
427. 
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para incrementar la polimerización contrasta con el escaso número de 
moléculas de paclitaxel que hacen falta para estabilizar la dinámica de los 
microtúbulos. Por ejemplo, basta una sola molécula de paclitaxel, por cientos 
de moléculas de tubulina del microtúbulo, para reducir la velocidad de 
alargamiento del microtúbulo en un ~50%.154  
 Extremo (+)
Extremo (-)
Paclitaxel
GTP
GTP
GDP
-Tubulina
-Tubulina
-Tubulina
Paclitaxel
 
Figura 1.73. Representaciones de la unión del paclitaxel al microtúbulo. 
El paclitaxel provoca el bloqueo de la mitosis, así por ejemplo en células 
HeLa la mitosis se bloquea en metafase/anafase con una concentración 8 nM 
de paclitaxel.155 La supresión de la dinámica de los microtúbulos por los 
                                               
154
 Derry, W. B.;  Wilson, L.; Jordan, M. A. Biochemistry 1995, 34, 2203-2211.  
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taxanos impide el paso del ciclo celular desde metafase a anafase y provoca 
la entrada de las células en apoptosis.156  
Uno de los inconvenientes del empleo del paclitaxel y del docetaxel en la 
terapia oncológica es la baja solubilidad de estos fármacos. Para evitar el 
problema de la solubilidad en agua se administran solubilizados en disolventes 
lipídicos como el Cremophor (polietilenglicol hidroxiestearato). El ABI-007 
(Abraxane®) es una formulación del paclitaxel que consiste en nanopartículas 
de 130 nm que contienen paclitaxel unido a albúmina. El ABI-007 ha 
demostrado ser menos tóxico que el paclitaxel administrado en Cremophor en 
ensayos en fase III.157   
El denominado paclitaxel poliglumex (CT-2103, Cyotax®) es un conjugado 
de paclitaxel y ácido poli-L-glutámico. Esta nueva formulación se acumula en 
los tejidos tumorales aprovechándose de la mayor permeabilidad de la 
vasculatura tumoral y de su falta de drenaje linfático. De esta forma se 
aumenta la exposición al fármaco y se minimizan sus efectos adversos.158 
Otro problema asociado a las terapias antitumorales que emplean 
paclitaxel es la aparición de resistencia al fármaco asociada a la 
sobreexpresión de isotipos de tubulina. En humanos hay seis isotipos de β-
tubulina siendo el isotipo de β-tubulina clase I el que constituye el 70% del 
total de tubulina en todos los tejidos. Se cree que el papel que desempeñan 
los isotipos de la tubulina es el de facilitar la unión a diferentes proteínas 
asociadas a microtúbulos (MAPs) y el de contribuir a la variabilidad funcional 
de los microtúbulos. El isotipo de β-tubulina clase III, que no se expresa en 
células sanas pero se encuentra sobreexpresado en células tumorales,159 es el 
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menos sensible al paclitaxel, lo que explicaría la resistencia a esta clase de 
fármacos por parte de las células cancerígenas.160 
Muchos otros derivados del paclitaxel y del docetaxel están siendo 
investigados en terapia oncológica. El larotaxel es un taxano semisintético que 
ha sido desarrollado por Sanofi-Aventis (véase la Figura 1.74). Esta compañía 
afirma que el larotaxel presenta actividad contra tumores resistentes a 
paclitaxel, doxorubicina y vinblastina, y que en combinación con prednisona 
(véase la Figura 1.45) el larotaxel es muy efectivo en el tratamiento del cáncer 
de próstata refractario a hormonas.161 
HO
AcO O
H
O
O
AcO
O
O
OH
NHO
O
OLarotaxel
HO
AcO O
H
O
O
AcO
O
O
HN
OH
O
OO
TPI 287
 
Figura 1.74. Estructuras del larotaxel y de TPI 287. 
 
El compuesto denominado TPI 287 es un derivado del docetaxel que se 
está investigando en el tratamiento de tumores pancreáticos162 y cáncer de 
pulmón no microcítico.163 
1.13.5 EPOTILONAS 
Los productos naturales con actividad antitumoral no son privativos del 
reino vegetal. Así, de los extractos de la bacteria Gram-negativa Sorangium 
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cellulosum se han aislado las epotilonas A-F,164 cuyas estructuras se indican 
en la Figura 1.75 junto con la de un azaanálogo denominado ixabepilona.  
Las epotilonas aumentan la estabilidad de los microtúbulos provocando la 
parada del ciclo celular en fase G2/M.165 
 
Figura 1.75. Estructuras de las epotilonas A-F y de ixabepilona. 
Las epotilonas favorecen la polimerización de los microtúbulos y suprimen 
la dinámica de los microtúbulos mediante un mecanismo similar al de los 
taxanos.166 Algunos autores afirman que las epotilonas y los taxanos poseen 
un farmacóforo común para la unión a los microtúbulos.167 Sin embargo, 
estudios sobre la levadura de Saccharomyces cerevisiae han demostrado que 
los microtúbulos de dicho organismo son estabilizados por epotilonas pero no 
por el paclitaxel, muy probablemente como resultado de las diferencias en las 
interacciones que enlazan a estos fármacos.168  
Las modificaciones estructurales en las epotilonas afectan a su actividad 
biológica. Así, la presencia del grupo metilo en la posición C-12 de la epotilona 
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B hace que ésta sea dos veces más activa que la epotilona A en la inducción 
de la polimerización in vitro de la tubulina.169 Sin embargo, la presencia del 
anillo oxiránico no es vital para la unión de la epotilona al microtúbulo, pues la 
epotilona D, que carece del anillo oxiránico, ha demostrado tener in vitro 
mayor capacidad estabilizante de los microtúbulos que la epotilona A o la B.170 
La ixabepilona es un azaanálogo de la epotilona B y ha recibido la 
aprobación de la FDA para el tratamiento del cáncer de mama metastático 
resistente a antraciclicnas, taxanos y capecitabina.171  
Al contrario que el paclitaxel, las epotilonas conservan su actividad contra 
células resistentes que expresan la glicoproteína-P.172 Otra ventaja de las 
epotilonas, en comparación con los taxanos, es que aquéllas son capaces de 
atravesar la barrera hematoencefálica, por lo que se podrían emplear en el 
tratamiento de tumores cerebrales.173  
1.13.6 LAULIMALIDA 
La laulimalida es un compuesto de tipo macrólido que ha sido aislado de 
esponjas marinas recolectadas en el océano Pacífico.174 Este compuesto es 
un potente inhibidor de la proliferación celular con valores de IC50 en el rango 
nanomolar bajo.175  
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Figura 1.76. Estructura de la laulimalida. 
 
La laulimalida es capaz, al igual que los taxanos, de inducir la 
polimerización de los microtúbulos provocando acumulación de células en fase 
G2/M. La interacción de la laulimalida con la tubulina y con los microtúbulos es 
muy similar a la que ejerce el paclitaxel con estas proteínas.176 Al contrario que 
otros estabilizantes de microtúbulos, la laulimalida no desplaza el [H3]-
paclitaxel ni el Flutax-2, un derivado fluorescente del paclitaxel. Además, las 
líneas celulares con mutaciones en el sitio de unión del paclitaxel no son 
resistentes a la laulimalida. Estos datos sugieren que la laulimalida es un 
estabilizante de microtúbulos que no se une a la tubulina en el sitio de unión 
del paclitaxel.177 
Los ensayos in vitro han demostrado que la laulimalida es un potente 
bloqueante de la mitosis y puede inhibir el crecimiento de células tumorales 
humanas, incluso aquellas que exhiben multirresistencia. Sin embargo, la 
laulimalida exhibe muy baja inhibición del crecimiento tumoral in vivo y, 
además, su uso va acompañado de serios problemas de toxicidad, lo que ha 
bloqueado el desarrollo de la laulimalida como compuesto antitumoral.178 
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1.13.7 PELORUSIDA A 
La pelorusida A es una macrolatona que ha sido aislada de la esponja 
marina Mycale hentscheli, recolectada en las costas de Nueva Zelanda.179 
Este metabolito ha demostrado tener una potente actividad citotóxica 
relacionada con su capacidad estabilizante de los microtúbulos. Al igual que el 
paclitaxel, la pelorusida A detiene el ciclo celular en fase G2/M provocando 
muerte celular mediante apoptosis.180 
 
Figura 1.77. Estructura de la pelorusida A. 
 
Experimentos competitivos han demostrado que la pelorusida A no 
desplaza al Flutax-2 en la unión a tubulina pero si que es capaz de desplazar 
a la laulimalida, lo que parece indicar que la laulimalida y la pelorusida A se 
unen al mismo sitio en la tubulina. Además, este sitio de unión es diferente al 
del paclitaxel,181 lo que viene apoyado por la falta de sensibilidad de la 
pelorusida A a la resistencia conferida mediante mutaciones en el sitio taxano 
y por la cooperación de la pelorusida A con el paclitaxel en el favorecimiento 
del proceso de polimerización de la tubulina.182  
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El sitio de unión de la pelorusida A no ha sido identificado 
inequívocamente. En el año 2006, Jiménez-Barbero y colaboradores 
estudiaron mediante RMN las conformaciones bioactivas de la pelorusida A y 
propusieron, basándose en estudios de docking, que este compuesto se unía 
a la subunidad α de la tubulina.183 Sin embargo, estudios de intercambio 
hidrógeno-deuterio mediante espectrometría de masas parecen indicar que la 
pelorusida A se une a la β-tubulina, aunque en un sitio diferente al del 
paclitaxel.184 También se ha demostrado que líneas celulares de carcinoma de 
ovario humano resistentes a pelorusida A y laulimalida contienen mutaciones 
de tipo βI-tubulina, lo que pondría de manifiesto que estos dos compuestos se 
unen a la subunidad β de la tubulina.185 
1.13.8 DISCODERMOLIDA 
La discodermolida fue aislada en 1990 a partir de la esponja marina del 
Caribe Discodermia dissoluta.186 Este compuesto inhibe la proliferación de 
células humanas deteniendo el ciclo celular en fase G2/M,187 y es un potente 
estabilizador de la polimerización de los microtúbulos. Algunos autores han 
demostrado que su capacidad de estabilización de microtúbulos es incluso 
mayor que la del paclitaxel. Así, a concentraciones 10 µM, la discodermolida 
es capaz de promover la polimerización de microtúbulos a 37ºC, incluso en 
ausencia de proteínas MAP (proteínas asociadas a microtúbulos) y/o de GTP, 
                                               
183
 Jimenez-Barbero, J.; Canales, A.; Northcote, P. T.; Buey, R. M.; Andreu, J. M.; Díaz, J. F.  J. 
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condiciones en las que el paclitaxel es inactivo. En presencia de proteínas 
MAP o GTP, a concentraciones de 10 µM y temperaturas por debajo de 0ºC, 
condiciones en las que también el paclitaxel es inactivo, la discodermolida es 
capaz de iniciar la polimerización de la tubulina.188  
 
Figura 1.78. Estructura de la discodermolida. 
La discodermolida compite con el paclitaxel por la unión a los microtúbulos. 
Así, en presencia de una concentración 10 µM de paclitaxel los dímeros de 
tubulina, en concentración 10 µM, experimentan polimerización formándose 
microtúbulos que están compuestos por dímeros de tubulina que llevan 
asociados, cada uno de ellos, una molécula de paclitaxel. Cuando se añade 
discodermolida-[3H] a la disolución anterior, y se mide la concentración de 
tubulina unida a discodermolida marcada, se determina que la estequiometría 
de la unión de discodermolida es 1:1, alcanzando el punto de saturación a 10 
µM, lo que demuestra que el paclitaxel ha sido completamente desplazado de 
su unión a tubulina. Además, los microtúbulos unidos a discodermolida 
resultan inalterados incluso cuando se emplean cantidades super-
estequiométricas de paclitaxel, lo que confirma que la fortaleza de la unión de 
la discodermolida a la tubulina es muy superior a la del paclitaxel.189  
La discodermolida también es más efectiva que el paclitaxel frente a líneas 
celulares resistentes. Así, el factor de resistencia relativa, medido como la 
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relación entre el IC50 de la línea tumoral resistente y el IC50 de la línea tumoral 
sensible, es 930 veces mayor en el paclitaxel, medido en la línea de 
carcinoma de color SW620AD-300, mientras que en la discodermolida es solo 
25 veces mayor. En la línea celular A2780AD de carcinoma de ovario humano, 
el aumento del factor de resistencia al paclitaxel es de 2.800 mientras que en 
la discodermolida es sólo de 89.190 
Es interesante señalar que la discodermolida se obtiene en cantidades 
minúsculas de la fuente natural. Así, a partir de 434 gramos de esponja se 
obtienen 7 mg del metabolito, por lo que la única vía que permite obtener  
cantidades apreciables de este metabolito es la síntesis total. El grupo de A. B. 
Smith III ha diseñado una ruta sintética que ha permitido la obtención de la 
discodermolida en cantidades de gramos. Esta ruta ha sido licenciada a la 
empresa Novartis Pharmaceuticals.191  
Se han reportado estudios clínicos fase I sobre administración de 
discodermolida a pacientes con tumores sólidos.192 
1.13.9 DICTIOSTATINA-1 
La dictiostatina-1 es una macrolatona que ha sido aislada en cantidades 
minúsculas por Petit y colaboradores de esponjas marinas del género Spongia 
sp.193 Posteriormente, Wright y colaboradores aislaron la dictiostatina 1, en 
cantidades mayores, de una esponja de la familia Corallistidea.194 La 
dictiostatina induce la polimerización de los microtúbulos y provoca la parada 
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192
 Mita, A.; Lockhart, A. C.; Chen, T.-L.; Bochinski, K.; et al. J. Clin. Oncol. 2004 22, nº14S-
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de células en fase G2/M. Este macrólido también ha mostrado ser activo frente 
a líneas tumorales resistentes a paclitaxel que expresan la glicoproteína-P.195  
 
Figura 1.79. Estructura de la dictiostatina-1. 
1.13.10  SARCODICTINAS  A Y B Y ELEUTEROBINA 
Las sarcodictinas A y B se aislaron en 1987 por Pietra y colaboradores del 
coral Sarcodictyon roseum.196 Estos compuestos exhiben una potente acción 
antitumoral basada en su capacidad de estabilización de los microtúbulos.197 
 
Figura 1.80. Estructura de las sarcodictinas A y B de la eleuterobina. 
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 Madiraju, C.; Edler, M. C.; Hamel, E.; Raccor, B. S.; et al. Biochemistry 2005, 44, 15053-
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La eleuterobina es un glicósido diterpénico que ha sido aislado de una 
especie de coral blando del género Eleutherobia sp. recolectado en 
Australia.198 La eleuterobina muestra una potente citotoxicidad frente a células 
tumorales con valores de IC50, del orden de 10-15 nM, similares a los del 
paclitaxel.199 
En determinados tipos de células, como las de cáncer de ovario, pulmón, 
mama y riñón, la eleuterobina es 100 veces más potente que el paclitaxel y, 
además, exhibe actividad citotóxica en líneas celulares resistentes a este 
fármaco. La eleuterobina compite con el paclitaxel por la unión a los 
microtúbulos y ejerce su acción antimitótica estabilizando a estos 
biopolímeros.200  
1.13.11 HALICONDRINA Y ERIBULINA 
La halicondrina B se aisló en 1986 de la esponja marina Halichondria 
okadai.201 Este compuesto demostró tener una elevada actividad citotóxica 
basada en la inhibición de la polimerización de la tubulina.202  
Un análogo sintético de la halicondrina B es la eribulina, que fue aprobada 
en 2010 por la FDA para el tratamiento del cáncer de mama metastático. La 
eribulina se une a la tubulina e inhibe la dinámica de los microtúbulos 
mediante un mecanismo que implica la supresión del acortamiento de éstos.203 
La inhibición del proceso de formación de los microtúbulos provocada por 
la eribulina va acompañada de la disminución de la tensión de los centrómeros 
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y de los cinetocoros unidos a aquéllos. El resultado es la parada del proceso 
de mitosis y la entrada de la célula en apoptosis.204 
 
 
Figura 1.81. Estructuras de la halicondrina B y de la eribulina. 
 
1.13.12 COLCHICINA 
La colchicina fue aislada de las hojas de Colchicum autumnale. Este 
alcaloide viene siendo utilizado en medicina desde el siglo XVIII. En la 
actualidad se emplea en el tratamiento de la gota205 y en otras enfermedades 
inflamatorias como la fiebre mediterránea familiar (FMF).  
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Figura 1.82. Colchicum autumnale y estructura de la colchicina. 
En 1998, Downing y Nogales propusieron la colocación de la colchicina en 
la interfase entre las subunidades de α- y β-tubulina.206 En 2004 Ravelli y 
colaboradores consiguieron determinar, mediante cristalografía de rayos X, la 
ubicación de la colchicina en el dominio intermedio de la β-tubulina, al lado del 
dominio GTP de la subunidad de α-tubulina (véase la Figura 1.83).207   
 
Figura 1.83. Sitio de unión de la colchicina.208 
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La inhibición de la polimerización de tubulina por colchicina requiere de la 
formación del complejo tubulina-colchicina (T-C), y esta inhibición es 
proporcional a la cantidad de complejo formado. La velocidad de formación de 
estos complejos es lenta respecto a la velocidad de formación de 
microtúbulos. El ensamblaje de este complejo T-C consiste en dos etapas. En 
la primera de ellas se forma reversiblemente un complejo de baja afinidad 
colchicina-tubulina. En la segunda etapa se produce un lento cambio 
conformacional del mencionado complejo que desemboca en la formación de 
un complejo tubulina-colchicina mucho más estable y, por tanto, poco 
reversible,209 que copolimeriza en los extremos de los microtúbulos (véase la 
Figura 1.84).210 
 
Figura 1.84. Colocación de los complejos tubulina-colchicina en el microtúbulo. 
A altas concentraciones de colchicina tiene lugar la despolimerización de 
los microtúbulos y a bajas concentraciones se produce una supresión de la 
                                               
209
 Hastie, S. B. Pharmacol. Ther. 1991, 512, 377-401. 
210
 Skoufias, D.; Wilson, L. Biochemistry 1992, 31, 738-746. 
  
102 CAPÍTULO I 
dinámica de los microtúbulos.211 Es posible observar diferentes efectos en las 
fases de iniciación y elongación. La asociación reversible del complejo T-C 
con el extremo del microtúbulo provoca un bloqueo en su elongación, aunque 
también tiene lugar una pequeña inhibición en la fase de iniciación debido a 
que el complejo T-C compite con los dímeros de tubulina212. 
El anillo B de la colchicina es vital para su acción antimitótica ya que los 
análogos que carecen de este anillo se unen inmediatamente a la tubulina 
(primera etapa del proceso) pero el complejo tubulina-análogo de colchicina es 
muy reversible, al contrario de lo que ocurre con el complejo T-C.213 Mediante 
simulaciones computacionales se ha propuesto que el anillo B de la colchicina 
afecta a la conformación de la α-tubulina y es un factor determinante en los 
efectos inhibitorios sobre la polimerización de ésta.214  
A pesar de la interesante actividad biológica de la colchicina, su elevada 
toxicidad ha impedido su empleo como fármaco antitumoral.215 Un análogo de 
colchicina es el fosfato de N-acetilcolchinol ZD-6126 (véase la Figura 1.85), 
que es convertido in vivo en N-acetilcolchinol. 
 
Figura 1.85. Estructuras del N-acetilcolchinol y de ZD-6126. 
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El ZD-6126, al igual que la colchicina, es también un agente 
desestabilizante de microtúbulos y ha mostrado tener actividad 
antiangiogénica y antitumoral.216 
1.13.13  COMBRETASTATINA 
Las combretastatinas son productos naturales que exhiben propiedades 
antiangiogénicas y antimitóticas. Las combretastatinas A-1, A-2 y A-3 fueron 
aisladas en 1987 por Petit y colaboradores de la corteza del árbol Combretum 
caffrum en el Sur de África e India.217 La combretastatina A-4 (CA-4) fue 
aislada por estos mismos autores en 1989.218 Las estructuras de la 
combretastatinas A-1, A-2, A-3 y A-4 se indican en la Figura 1.86.  
  
Figura 1.86. Combretum caffrum y estructuras  de combretastatinas. 
De todas las combretastatinas es la CA-4 la que exhibe la mayor actividad 
antitumoral. Este compuesto ejerce su acción antimitótica uniéndose a la 
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tubulina en el sitio colchicina.219 La CA-4 presenta una potente actividad 
citotóxica contra una gran variedad de líneas tumorales humanas, incluyendo 
las multirresistentes.220 La combretastatina A-4 también exhibe propiedades 
antiangiogénicas.221 
Estudios de relación estructura-actividad han demostrado que la repulsión 
estérica del sistema de cis-estilbeno de las combretastatinas coloca a los dos 
anillos aromáticos con una inclinación entre ellos de 50º-60º y que esta 
inclinación juega un papel clave en la unión a la tubulina.222 
 
Figura 1.87. Estructura doblada de CA-4 y elementos esenciales en la actividad 
antitumoral de CA-4. 
El anillo trimetoxifenílico (anillo A) de la combretastatina A-4 es clave en su 
capacidad citotóxica y su actividad inhibidora de polimerización de tubulina. Se 
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ha demostrado que las sustituciones en este anillo dan lugar a compuestos 
con menor actividad.223 
Los análogos basados en modificaciones en el anillo B de la 
combretastatina A-4 presentan menos pérdida de actividad biológica. La 
sustitución del grupo hidroxilo por un bromo mantiene la potencia antimitótica y 
la introducción de grupos amino la aumenta, a la vez que se mejora la 
solubilidad en agua.224 La sustitución del anillo B por anillos de menos de 6 
miembros conlleva una pérdida de actividad. Sin embargo, su reemplazo por 
sistemas bicíclicos no provoca disminución de la actividad.225 
Uno de los problemas que presenta el empleo de la combretastatina A-4 
como fármaco antitumoral es su baja solubilidad en agua, razón por la cual se 
ha sintetizado el éster de fosfato denominado CA-4-P, que se encuentra 
actualmente en ensayos clínicos de fase II en Estados Unidos y Reino Unido 
para el tratamiento del cáncer en pacientes con tumores sólidos.226 
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Figura 1.88. Estructuras de la combretastatina A-4 y de CA-4-P. 
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Recientemente los laboratorios farmacéuticos Bristol-Myers-Squibb (BMS) 
y Oxigene han presentado la solicitud del fármaco CA-4-P.227 Este compuesto 
incrementa la permeabilidad e inhibe la migración de las células endoteliales, 
bloqueando con ello la formación de tubos capilares al romperse el ciclo de 
señalización, lo que conduce al colapso vascular y a la necrosis del tumor.228 
CA-4-P ha despertado un gran interés por sus efectos citotóxicos frente a una 
variedad de células cancerígenas, entre las que cabe incluir a las 
multirresistentes.229  
Otro derivado de CA-4 es la ombrabulina (véase la Figura 1.89), que se 
encuentra actualmente en ensayos clínicos fase III para el tratamiento de un 
determinado tipo de sarcoma.230  
 
Figura 1.89. Estructura de la ombrabulina. 
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(h) Messaoudi, S.; Tréguier,B.; Hamze, A.; Provot, O.; et al. J. Med. Chem. 2009, 52, 4538-
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Recientemente se han sintetizado unos análogos de combretastatina de 
tipo 1-(3’,4’,5’-trimetoxifenil)-5-aril-1,2,4-triazol y estudiado su actividad 
antiproliferativa e inhibición de la polimerización de tubulina. Muchos de estos 
análogos exhibían actividades mejoradas y comparables con los de CA-4.231  
1.13.14 PIRONETINA 
La pironetina es un metabolito secundario que fue aislado a partir de 
Streptomyces sp. NK-10958 y de cultivos de fermentación de Streptomyces 
prunicolor PA-48153.232 La pironetina exhibe capacidad reguladora del 
crecimiento vegetal, así como actividad inmunosupresora y antitumoral.233 
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Figura 1.90. Estructura de la pironetina. 
La pironetina es un potente inhibidor de la polimerización de tubulina, 
provocando detención del ciclo celular en la fase de mitosis y muerte celular 
mediante apoptosis. Su acción antimitótica se debe a su interacción con la 
subunidad α de la tubulina. Los estudios de estructura-actividad de la 
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 Romagnoli R.; Baraldi, P.G.; Cruz-Lopez,O.; Lopez Cara, C.; Carrión, M.D.; Brancale, A.; 
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pironetina han determinado que ésta ejerce su acción mediante unión 
covalente con el residuo Lis352 del segmento de α-tubulina, situado a la 
entrada de un pequeño hueco frente a la unidad de β-tubulina (véase la Figura 
1.91). Aunque su conformación de unión no se ha observado directamente, el 
sitio propuesto ha sido computacionalmente modelado.234  
 
Figura 1.91. Modelo esquemático de unión covalente de la pironetina a α-tubulina 
(figura tomada de la referencia 232c). 
La adición nucleofílica Michael al doble enlace conjugado del anillo de 
pirona de la pironetina, podría estar apoyada por la fijación de la molécula de 
pironetina mediante la intervención de sendos enlaces de hidrógeno entre el 
residuo de Asn258 con el carbonilo de la pirona y con el grupo metoxilo. Esta 
suposición está apoyada por la ineficiente unión de la pironetina a α-tubulinas 
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 (a) Kondoh, M.; Usui, T.; Kobayashi, S.; Tsuchiya, K.; Nishikawa, K.; Nishikiori, T.; Mayumi, 
T.; Osada, H. Cancer Lett. 1998, 126, 29-32. (b) Kondoh, M.; Usui, T.; Nishikiori, T.; Mayumi, T.; 
Osada, H. Biochem. J. 1999, 340, 411-416. (c) Watanabe, H.; Usui, T.; Kondoh, M.; Osada, H., 
Kitahara, T. J. Antibiot. 2000, 53, 540-545.  
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mutantes en las que se han sustituido los residuos de Asn258 o la Lis352 por 
alanina.235  
En la Figura 1.92 se muestra el sitio de unión de la pironetina, marcado 
con un círculo de color naranja, situado en un pequeño hueco de la α-tubulina 
frente al sitio de unión de los alcaloides de la vinca en la β-tubulina (marcado 
con un círculo amarillo). De hecho, la unión de la pironetina a la tubulina inhibe 
la unión de la vinblastina en experimentos competitivos.234a 
 
 
Figura 1.92. Interfase entre dos dímeros de α-,β-tubulina. Círculo naranja: sitio de 
unión de la pironetina en la α-tubulina. Círculo amarillo: sitio de unión de los alcaloides 
de la vinca en la β-tubulina (figura tomada de la referencia 232c). 
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 Usui, T.; Watanabe, H.; Nakayama, H.; Tada, Y.; Kanoh, N.; Kondoh, M.; Asao, T.; Takio, K.; 
Watanabe, H.; Nishikawa K.; Kitahara, T.; Osada, H. Chem. Biol. 2004, 11, 799-806. 
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Kitahara y colaboradores sintetizaron una serie de derivados de pironetina 
(véase la Figura 1.93) y demostraron el papel clave que juega el doble enlace 
conjugado entre C-2 y C-3 en la actividad de la pironetina.234c  
 
Figura 1.93. Análogos de pironetina sintetizados por Kitahara y colaboradores. 
Los análogos 1.1-1.8 preparados por dicho grupo fueron sometidos a 
ensayos de inhibición del ciclo celular, así como a ensayos de disrupción de la 
red de microtúbulos en fibroblastos de rata 3Y1. Los resultados obtenidos 
permitieron establecer que, tanto la pironetina natural como el análogo 
desmetilado 1.1, son potentes inhibidores de la polimerización de tubulina para 
una concentración 15 nM. Estos resultados indican que la presencia de un 
átomo de oxígeno en la posición C-9 es importante, ya sea metilado o como 
hidroxilo. 
La actividad biológica de los análogos esterificados 1.2 y 1.3 disminuía 
entre 40 y 100 veces respecto a la pironetina natural. La 7-epi-pironetina 1.4 y 
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su succinato 1.5 eran mucho menos activos que la pironetina, y el 7-
cetoderivado 1.6 era dos órdenes de magnitud menos activo que la pironetina. 
Estos datos indican que la quiralidad del grupo hidroxilo en la posición C-7 es 
importante para la actividad biológica de la pironetina. 
Los dihidroderivados 1.7 y 1.8 eran mucho menos activos que la 
pironetina, lo que pone de manifiesto que la presencia del doble enlace C2-C3 
es esencial en la unión de la pironetina a la tubulina, ya que la ausencia de 
dicho enlace impide la actuación de la pironetina como aceptor Michael y, por 
tanto, la unión covalente con el residuo Lis352. 
Los análogos 1.9 y 1.10 mostraron una débil capacidad inhibitoria, lo que 
indica que la estructura de la cadena lateral es importante para la actividad del 
compuesto, aunque se desconoce la importancia que puede tener el doble 
enlace C12-C13. 
1.13.14.1 RESISTENCIA MÚLTIPLE A FÁRMACOS 
Las primeras evidencias de resistencia a fármacos se detectaron en el 
caso de los antibióticos,236 aunque más tarde se descubrió que también se 
veían afectados por estos mecanismos celulares los fármacos empleados en 
el tratamiento del cáncer, incluidas las moléculas que interaccionan con 
tubulina.237 
Las células cancerosas expuestas a la quimioterapia pueden 
sobreexpresar la proteína transportadora ABC, del inglés ATP-Binding 
Cassette transporter, codificada por el gen MDR1,238 u otras como la proteína 
MRP, del inglés Multidrug Resistance-associated Protein.239  
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 (a) Rossi, L. M.; Rangasamy, P.; Zhang, J.; Qiu, X.-Q.; Wu, G. Y. J. Pharm. Sci. 2008, 97, 
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 Kavallaris, M. Nat. Rev. Cancer 2010, 10, 194-204. 
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La ABC o la MRP son fosfoglicoproteínas que funcionan como bombas 
expulsoras de fármacos del interior al exterior celular, disminuyendo los 
niveles de fármaco en la célula y, por consiguiente, limitando la citotoxicidad 
de aquél. Este mecanismo de autodefensa de las células se conoce como 
MDR, del inglés MultiDrug Resistance (resistencia múltiple a fármacos).240 
Fármacos muy empleados en quimioterapia tales como el paclitaxel, se 
unen a su diana mediante interacciones débiles (Van der Waals, enlaces de 
hidrógeno, etc.), lo que los hace lábiles frente al mecanismo de expulsión. 
En el apartado 1.1.1.1 de esta memoria ya se ha explicado el papel de la 
glicoproteína-P en el fenómeno de la multirresistencia a fármacos. Una forma 
de evadir los sistemas de defensa de las células cancerosas consiste en 
diseñar fármacos que no actúen como sustratos de la glicoproteína-P. Por 
ejemplo, una molécula será poco susceptible de interactuar con dicha proteína 
si se logra que la interacción con su receptor sea irreversible, es decir, de tipo 
covalente. De este modo, se consigue un equilibrio de unión fármaco-diana 
muy desplazado y, por consiguiente, una baja concentración de fármaco libre 
susceptible de interactuar con la bomba transmembrana. Como se ha 
explicado anteriormente, este sería el caso de la pironetina, que forma un 
enlace covalente con la tubulina gracias a una adición de tipo Michael con el 
residuo Lis352.  
Como resultado de este comportamiento inerte frente a la glicoproteína-P, 
los fármacos que poseen un modo de acción de tipo covalente presentan una 
actividad citotóxica similar tanto en células cancerosas sensibles a la 
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quimioterapia como en células que expresan el fenotipo MDR.241 Así, por 
ejemplo, la pironetina evidenció capacidad antiproliferativa en el caso de 
células de la línea tumoral pulmonar humana H69 que exhiben resistencia 
frente a la vindesina y al paclitaxel, dos productos que interaccionan con β-
tubulina. Asimismo, la pironetina mostró capacidad para inhibir el crecimiento 
de células leucémicas humanas K562 con capacidad de resistencia múltiple a 
fármacos (K562/ADM), causando bloqueo mitótico total y apoptosis a 
concentraciones en el rango nanomolar bajo.242 
Otro tipo de resistencia observada sobre algunas de las moléculas que se 
unen a la β-tubulina (paclitaxel, alcaloides de la vinca, epotilonas) está 
producida por una mutación en dicha subunidad de la tubulina, lo que conlleva 
alteraciones en la conformación del sitio de unión del fármaco y en la dinámica 
de los microtúbulos, disminuyendo así la actividad biológica. Un ejemplo de 
este tipo de resistencias puede observarse en la línea celular 1A9, 
correspondiente a células de carcinoma humano de ovario, al ser tratadas con 
paclitaxel.243 
1.13.14.2  ANÁLOGOS DE PIRONETINA 
En la Figura 1.94 se dibujan las estructuras de análogos de pironetina 
preparados por los grupos de investigación de Qing y Vogt. El grupo de Qing 
sintetizó los análogos fluorados 1.11-1.14 con el objetivo de incrementar la 
electrofilia del doble enlace conjugado en el anillo lactónico.244 Las actividades 
biológicas de estos cuatro análogos fueron evaluadas sobre células de 
                                               
241
 Buey, R. M.; Calvo, E.; Barasoain, I.; Pineda, O.; Edler, M. C.; Matesanz, R.; Cerezo, G.; 
Vanderwal, C. D.; Day, B. W.; Sorensen, E. J.; López, J. A.; Andreu, J. M.; Hamel, E.; Díaz, J. F. 
Nat. Chem. Biol. 2007, 3, 117-125. 
242
 Yoshida, M.; Matsui, Y.; Ikarashi, Y.; Usui, T.; Osada, H.; Wakasugi, H. Anticancer Res. 
2007, 27, 729-736. 
243
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melanoma humano A375 y células humanas MGC803. Todos los análogos 
poseían una actividad muy similar en ambas líneas celulares, siendo 
ligeramente más activos en la línea MGC803. Los valores de IC50 eran 
alrededor de 1500 nM para la línea A375 y aproximadamente 600 nM para la 
línea MGC803. La inhibición conseguida por estos compuestos es entre 20 y 
50 veces inferior a la de la pironetina, aunque hay que mencionar que las 
actividades citotóxicas de la pironetina y de los análogos de Qing se llevaron a 
cabo sobre líneas celulares diferentes.  
 
Figura 1.94. Análogos de pironetina sintetizados por los grupos de Qing y Vogt. 
 
Vogt y colaboradores sintetizaron los análogos 1.15-1.16 y la (+)-pironetina 
1.17.245 Los análogos 1.15-1.16 son mucho menos electrofílicos que la 
pironetina y se prepararon con el objetivo de evitar los potenciales problemas 
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que un fármaco electrofílico puede acarrear a otras funciones del organismo, 
por ejemplo mediante unión irreversible a otras proteínas diferentes de la 
diana biológica objetivo.  
Los ensayos biológicos de los análogos 1.15-1.16 y de la pironetina natural 
se realizaron sobre las líneas celulares de cáncer humano MCF-7, T98G, 
A459 y MDA-MB231, así como en células cancerígenas resistentes de ratón 
DC-3F y VCRd5L. La pironetina mostró una potente inhibición en todas las 
líneas celulares en concentraciones entre 4.6-7.5 nM, si bien su eficacia 
disminuía ligeramente en las líneas resistentes (9.5-31 nM). El análogo 1.15 
retenía parte de la actividad de la pironetina, con un IC50 168-740 nM en 
células cancerígenas humanas y 338-1118 nM en las líneas resistentes de 
ratón. Por el contrario, la actividad de los análogos 1.16 y (+)-pironetina 1.17 
era tres órdenes de magnitud menor.  
Tanto la pironetina como el análogo 1.15 detenían el ciclo celular en la 
fase G2/M en células cancerígenas HeLa y A549. El estudio de la pironetina y 
el análogo 1.15 en peces cebra mostró que ambos compuestos eran capaces 
de inhibir la angiogénesis en concentraciones no tóxicas.  
A raíz de estos datos, Vogt y colaboradores concluyeron que, o bien el 
doble enlace en el anillo de lactona no es un requisito indispensable para 
mantener su actividad biológica, en contra de los resultados obtenidos 
previamente por Kitahara y colaboradores, o bien que el análogo 1.15 es en 
realidad un profármaco que es convertido en (-)-pironetina por enzimas 
metabólicas. 
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1.13.14.3  ANÁLOGOS DE PIRONETINA SINTETIZADOS EN NUESTRO 
GRUPO DE INVESTIGACIÓN 
 Análogos de pironetina de 1ª generación 
En nuestro grupo se inició hace unos años una línea de investigación 
enfocada a la síntesis y la evaluación biológica de análogos de pironetina. La 
primera generación de estos análogos de pironetina, sintetizada en nuestro 
grupo, se puede subdividir en dos tipos, denominados P1 (dos estereocentros 
en sus estructuras) y P2 (tres estereocentros en sus estructuras) y sus 
estructuras generales de estos análogos se indican en la Figura 1.95.246 
 
Figura 1.95. Estructuras generales de la 1ª generación de análogos de pironetina. 
En la Figura 1.96 se indican las estructuras concretas de los análogos P1 
sintetizados en nuestro grupo. Esta clase de análogos no contienen el grupo 
hidroxilo en C-7 pero mantienen el grupo metoxilo en C-9, cuyo papel parece 
ser crucial en el proceso de reconocimiento de la pironetina por la tubulina, tal 
y como quedó patente en los estudios previos de Kitahara. 
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Figura 1.96. Estructuras de análogos de pironetina del grupo P1. 
Los compuestos del grupo P2 sintetizados en nuestro grupo se indican en 
la Figura 1.97. Todos estos compuestos poseen los tres grupos funcionales de 
los que hay evidencia que participan en la interacción con tubulina, como el 
doble enlace conjugado entre C-2 y C-3, el grupo hidroxilo unido al carbono C-
7 y un oxígeno unido al carbono C-9.  
 
Figura 1.97. Estructuras de análogos de pironetina del grupo P2. 
La citotoxicidad de los análogos 1.18-1.33 fue evaluada sobre células de 
cáncer de ovario humano no resistentes (A2780) y resistentes (A2780AD). 
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También se estudiaron sus efectos sobre el ensamblaje de los microtúbulos 
empleando tubulina purificada. Los resultados obtenidos se resumen en los 
siguientes puntos: 
1) Los análogos sintéticos de pironetina 1.18-1.33 retienen un porcentaje 
relevante de la actividad citotóxica de la molécula original, a pesar del elevado 
grado de simplificación que exhiben sus estructuras. 
2) Todos los análogos son capaces de inhibir el ensamblaje de 
microtúbulos, tanto in vitro como en cultivos celulares, compitiendo con la 
pironetina por el mismo sitio de unión en la α-tubulina. 
3) A partir de los diversos datos bioquímicos y biológicos recopilados, 
parece ser que las diferentes configuraciones de los estereocentros no 
influyen de forma cuantitativamente importante ni en la citotoxicidad ni en la 
capacidad de los compuestos para unirse a la α-tubulina. De hecho, en los 
diversos ensayos efectuados los análogos estereoisoméricos exhiben 
resultados dentro del mismo orden de magnitud. 
4) Respecto al grupo hidroxilo en C-7, cuya presencia en la pironetina se 
ha comprobado que es importante, cabe destacar que la eliminación de dicho 
grupo (compuestos 1.18-1.21) no causa una supresión de la citotoxicidad o de 
la capacidad disruptora de microtúbulos. Sin embargo, se ha observado que 
los compuestos 1.18-1.21 son menos efectivos en la acumulación de células 
en la fase G2/M en comparación con los análogos que sí poseen el grupo 
hidroxilo en C-7. 
5) Los análogos 1.30-1.32, que poseen una larga cadena alifática lateral, 
difieren de la pironetina y del análogo 1.33 en el hecho de que no son capaces 
de acumular células en la fase G2/M del ciclo celular, lo que indica que los 
compuestos 1.30-1.32 exhiben un mecanismo alternativo de acción citotóxica. 
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Análogos de pironetina de 2ª generación  
Los análogos de pironetina de 2ª generación sintetizados en nuestro grupo 
contienen cuatro estereocentros y sus estructuras se indican en la figura 
1.100.247  
 
Figura 1.98. Estructuras de la 2ª generación de análogos de pironetina. 
 
A modo de conclusión general, cabe destacar que:  
1) Los derivados sintéticos de pironetina con cuatro estereocentros 
retienen una parte mesurable de la actividad citotóxica de la molécula original 
a pesar del grado de simplificación que exhiben sus estructuras, excepto el 
análogo 1.40 que no mostró ninguna actividad importante. La mayoría de los 
compuestos mostró actividad citotóxica en el rango micromolar, tanto en 
células de carcinoma de ovario sensibles (A2780) como en resistentes por 
sobreexpresión de glicoproteína-P (línea celular de carcinoma de ovario 
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multiresistente a fármacos A2780AD), siendo los valores de IC50 mostrados 
muy similares en ambas líneas celulares.  
2) La mayoría de los compuestos anteriormente mencionados son 
capaces de inhibir el ensamblaje de microtúbulos, tanto in vitro como en 
cultivos celulares, compartiendo de este modo el mismo mecanismo de acción 
mostrado por la dihidropirona natural pironetina. 
3) Los compuestos 1.35 y 1.39 son los únicos derivados activos que dan 
lugar a la acumulación  de células en la fase G2/M.  
4) Los estudios de inmunofluorescencia sobre células indican que la 
interacción de los análogos 1.35, 1.36, 1.38 y 1.39 con tubulina se refleja en la 
morfología del citoesqueleto observándose despolimerización de los 
microtúbulos. 
5) Los estudios de polimerización in vitro muestran que los derivados son 
capaces de unirse a tubulina purificada y de inhibir su polimerización, aunque 
con diferentes grados de potencia. Las mayores actividades in vitro fueron 
mostradas, en este orden, por 1.36, 1.39 y 1.34.  
1.14 MOLÉCULAS HÍBRIDAS 
A pesar del gran número de compuestos orgánicos que se ensayan con 
vistas a su eventual aplicación farmacológica muy pocos de ellos llegan a ser 
comercializados como fármacos. Para alcanzar este fin el compuesto debe 
presentar adecuados índices terapéuticos, buenos balances entre eficiencia y 
toxicidad, buenos índices farmacocinéticos, alta afinidad por la diana 
terapéutica, etc. Una forma de mejorar estos parámetros consiste en diseñar 
compuestos multivalentes obtenidos por combinación de fragmentos 
estructurales de dos o más compuestos, originándose de esta forma 
moléculas híbridas (también denominadas conjugados), con propiedades 
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biológicas inusuales que exhiben aumentadas o moduladas las características 
individuales de cada uno de sus componentes.248  
Según la definición de B. Meunier, una molécula híbrida es una entidad 
química con dos o más dominios estructurales que tienen diferentes funciones 
biológicas y actividad dual debido a la presencia en su estructura de dos 
zonas farmacofóricas distintas.249 
En la parte superior de la Figura 1.99 se esquematizan dos tipos 
diferentes de fármacos, cada uno de ellos con su correspondiente parte 
farmacofórica, en el centro, se representa un híbrido de tipo I formado 
mediante unión de ambos fármacos A y B con un espaciador (linker) que 
mantiene inalteradas las partes farmacofóricas de ambos compuestos.  
 
Figura 1.99. Tipos de moléculas híbridas. 
                                               
248
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En la parte inferior de la Figura 1.99 se representa un híbrido de tipo II, 
formado por la fusión de las estructuras de los fármacos A y B, que mantiene 
en la nueva estructura híbrida las partes farmacofóricas esenciales de los dos 
compuestos progenitores. 
En la Figura 1.100 se representan tres posibles modos de acción de las 
moléculas híbridas.  
1) En la denominada interacción tipo I, la molécula híbrida con actividad 
dual interacciona mediante uno de sus dos dominios farmacofóricos con la 
diana terapéutica. 
 
 
Figura 1.100. Modos de acción de las moléculas híbridas. 
 
2) En la interacción tipo II el híbrido interacciona al mismo tiempo con dos 
dianas terapéuticas diferentes mediante la acción de cada uno de sus sitios 
farmacofóricos.  
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3) En la interacción tipo III las dos entidades farmacofóricas de la molécula 
híbrida interaccionan al mismo tiempo sobre dos dianas terapéuticas 
conectadas. Se pretende en este tipo de interacciones potenciar el efecto que 
tienen ambos compuestos por separado mediante su cooperación en la 
molécula híbrida (efecto sinérgico). 
En la Figura 1.101 se indican las estructuras de algunas moléculas 
híbridas. El compuesto 1.41 es un híbrido tipo I formado por la unión con un 
espaciador de tipo éster, de artemisinina, un antimalárico de acción rápida, 
con quinina, un antimalárico de acción lenta. Los ensayos in vitro han 
demostrado que el híbrido es mucho más efectivo contra malaria resistente 
que cada uno de los componentes individuales o que una mezcla formada por 
una combinación 1:1 de artemisinina y quinina.250  
La estructura 1.42 corresponde a la de una molécula híbrida que es una 
base de Schiff formada por la unión de isatina con el antiviral lamivudina. Este 
híbrido mostró ser equipotente a la lamivudina en su acción contra el virus 
VIH.251  
La estructura 1.43 corresponde a la de un híbrido formado por conexión, 
mediante un espaciador de tipo arilo, de la nostocarbolina, un potente inhibor 
de butirilcolinesterasa,252 con el antibiótico ciprofloxacina. Este híbrido retiene 
las propiedades fitotóxicas de la nostocarbolina y la actividad antibacteriana de 
la ciprofloxacina.253 
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Figura 1.101. Ejemplos de moléculas híbridas. 
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El híbrido 1.44 está formado por unión de estradiol con la geldanamicina. 
Este compuesto es una macrolactona de origen microbiano que se une a la 
llamada proteína “acompañante” (chaperona) Hsp90, causando con ello la 
degradación de varias proteínas señalizadoras importantes.254 Su unión al 
estradiol pretende conseguir un compuesto con mayor capacidad selectiva de 
degradación del receptor de estrógenos, presente en elevadas 
concentraciones en cánceres de ovario y próstata.255 
La estructura 1.45 corresponde a la de un híbrido de mucocina y 
ubiquinona, una poliprenilquinona presente en todas las células y sustrato 
natural del denominado complejo mitocondrial I. La mucocina es un producto 
aislado de especies vegetales de la familia de las anonáceas, caracterizado 
por bloquear dicho complejo mitocondrial, lo que constituye la base de su 
acción biológica. El híbrido mostró exhibir una actividad 10 veces superior a la 
de la propia mucocina.256  
En la Figura 1.102 se indican dos ejemplos de híbridos tipo II formados por 
fusión de fragmentos parciales de estructuras de productos naturales.  
El híbrido 1.46 se obtuvo obtenido combinando partes de las moléculas de 
estrona y del espiroacetal tóxico talaromicina y fue concebido como un posible 
compuesto citotóxico de acción selectiva.257  
El híbrido 1.47 combina características estructurales de dos productos 
naturales lactónicos citotóxicos dictiostatina-1 y discodermolida. El IC50 de este 
híbrido, frente a líneas tumorales humanas de ovario y mama, fue de 1 µM.258 
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Figura 1.102. Ejemplos de estructuras híbridas tipo II. 
Los híbridos 1.48 y 1.49 que se dibujan en la Figura 1.103 contienen al 
paclitaxel, compuesto inhibidor de la polimerización de la tubulina, unido a un 
compuesto citotóxico que no interacciona con tubulina. En el primero de ellos 
el taxol se encuentra unido mediante un enlace éster al clorambucilo, un 
compuesto que basa su acción citotóxica en su capacidad alquilante de la 
bases del ADN. El híbrido fue diseñado con el fin de analizar la actividad 
antitumoral debida a la eventual cooperación entre sus dos componentes. Sin 
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embargo, la capacidad polimerizante de la tubulina exhibida por el híbrido fue 
inferior a la del paclitaxel así como su actividad citotóxica, lo que indica que las 
partes de clorambucilo y de paclitaxel no son activas cuando se combinan 
entre sí. 
 
Figura 1.103. Híbridos paclitaxel/clorambucilo y paclitaxel/camptotecina. 
Los híbridos 1.49 contienen espaciadores bifuncionales de tipo iminoéster 
que unen al paclitaxel con la camptotecina, un agente inhibidor de la 
topoisomerasa I. Los híbridos se evaluaron frente a varias líneas celulares 
tumorales y, en general, todos mostraron ser inhibidores tumorales más 
potentes que la camptotecina pero menos que el paclitaxel. En la línea HCT-8 
(adenocarcinoma de colon) los híbridos eran más activos que el paclitaxel y la 
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camptotecina y su potencia y espectro de actividad difería de la simple 
combinación 1:1 paclitaxel/camptotecina.259 
En la Figura 1.104 se muestran las estructuras 1.50 correspondientes a 
híbridos de paclitaxel con daunorubicina, un agente intercalante que inhibe la 
replicación del ADN. Estos híbridos fueron diseñados en la suposición de que 
su bifuncionalidad les debería permitir la interacción simultánea con la tubulina 
y con el ADN. 
 
Figura 1.104. Híbridos de paclitaxel/daunorubicina. 
Los híbridos fueron menos citotóxicos que el paclitaxel y la daunorubicina y 
su afinidad por tubulina era 10 veces menor que la del paclitaxel, lo que se 
podría deber a su mayor tamaño, que les impide acceder al interior del 
microtúbulo donde se encuentra ubicado el sitio de unión del paclitaxel. La 
conexión de la daunorubicina con el paclitaxel mediante enlaces amida y éster 
podría permitir la escisión de los híbridos en la célula o in vivo, pero la menor 
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citotoxicidad de estos híbridos, en relación con el paclitaxel, permite descartar 
esta posibilidad.260  
1.15 HÍBRIDOS DE COLCHICINA  
La colchicina es un potente inhibidor de la polimerización de la tubulina 
pero su elevada toxicidad ha impedido el empleo de este compuesto como 
fármaco antitumoral, lo que explica que muchos investigadores hayan dirigido 
su foco de atención a la síntesis y evaluación biológica de híbridos de 
colchicina capaces de mantener la actividad de esta molécula reduciendo al 
mismo tiempo su toxicidad.  
En la Figura 1.105 se dibuja la estructura de un híbrido formado por unión 
de la colchicina con la cadena aminoacídica del docetaxel mediante un 
espaciador que contiene una unidad de adamantano. 
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Figura 1.105. Híbrido de colchicina/cadena lateral de docetaxel. 
El híbrido anterior exhibió un IC50 de 0.6 nM en la línea de carcinoma de 
pulmón A549, inferior al valor que muestra el paclitaxel, que es de 2 nM. Esta 
potente citotoxicidad se atribuye a la parte de colchicina del híbrido.261 
La estructura 1.52 de la Figura 1.106 corresponde a la de un híbrido de 
colchicina con cianonilutamida, un antagonista del receptor de andrógenos 
                                               
260
 Kar, A. K.; Braun, P. D.; Wandless, T. J. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000,10, 261-264. 
261
 Zefirova, O. N.; Nurieva, E. V.; Lemcke, H.; Ivanov, A. A.; Shishov, D. V.; Weiss, D. G.; 
Kuznetsov, S. A.; Zefirov, N. S. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5091-5094. 
 
  
130 CAPÍTULO I 
empleado en el tratamiento del cáncer de próstata que sobreexpresa estos 
receptores. 
 
Figura 1.106. Híbrido de colchicina/cianonilutamida. 
La unión entre la colchicina y la cianonilutamida se llevó a cabo con un 
espaciador de tipo alquinoéster, cuya longitud debería permitir el estiramiento 
de la parte de colchicina más allá de la zona de unión de la parte de 
cianonilutamida al sitio receptor de andrógenos. El híbrido fue capaz de unirse 
a los receptores de andrógenos y de inhibir la polimerización de la tubulina 
más eficientemente que la propia colchicina.262  
La estructura 1.53 dibujada en la Figura 1.107 corresponde a la de un 
híbrido de paclitaxel y colchicina. 
 
Figura 1.107. Híbrido de paclitaxel/colchicina. 
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El híbrido anterior se diseñó con el objetivo de evaluar la eventual sinergia 
en la acción antitumoral entre el paclitaxel, favorecedor de la polimerización de 
la tubulina y la colchicina, inhibidora de la polimerización de la tubulina. La 
unión entre ambos compuestos se llevó a cabo mediante ácido glutámico, que 
se esterifica con el hidroxilo C-7 del paclitaxel y se enlaza mediante unión 
amida con el grupo amino de la desacetilcolchicina. 
La capacidad de una sustancia para atravesar membranas biológicas es 
uno de los aspectos fundamentales dentro de las características 
farmacocinéticas de una droga, ya que le permite acceder al sitio de acción y 
así, generar el efecto biológico deseado, ya sea éste terapéutico o tóxico. 
Existen numerosas propiedades fisicoquímicas que pueden afectar esta 
propiedad, en ellas cabe destacar la lipofilia, que es de enorme interés en el 
desarrollo de fármacos. La lipofilia está directamente relacionada con la 
capacidad del fármaco para atravesar membranas biológicas por difusión 
pasiva, y también contribuye en forma entrópica a la unión entre ligando y su 
receptor. La lipofilia suele expresarse como coeficiente de partición (P) de un 
compuesto entre dos fases inmiscibles entre sí en equilibrio, una fase polar 
(acuosa) y una no polar (orgánica). El valor de P se suele expresar en su 
forma logarítmica (log P) y es una medida del grado de penetración del 
fármaco en la célula. Valores altos de log P indican que el compuesto es 
altamente permeable.  
El log P del híbrido 1.53 era comparable al del paclitaxel, lo que indica que 
la capacidad de penetración en las células es similar a la de éste. Las 
alteraciones en los microtúbulos de células IAR20 de hígado de rata 
mostraban alteraciones parecidas a las causadas por la combinación del 
paclitaxel con la colchicina, aunque la formación de agregados de 
microtúbulos, característicos de las células tratadas con la combinación 
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paclitaxel-colchicina, no se observaba en las células tratadas con el híbrido 
1.53.263 
En la Figura 1.108 se indica la estructura 1.54, que corresponde a 
moléculas híbridas de tipo II formadas por la fusión de la estructura de la 
colchicina con la de la caulerpernina, un metabolito sesquiterpénico aislado del 
alga Caulerpa taxifoliae, que inhibe la polimerización de la tubulina y muestra 
actividad antiproliferativa sobre líneas celulares SK-N-SH.264 Los híbridos 1.54 
son mucho más flexibles que la colchicina y se diseñaron con el objetivo de 
evaluar los efectos entrópicos y entálpicos en la unión a la tubulina de los 
compuestos de tipo colchicinoide. Sin embargo, los híbridos 1.54 no mostraron 
ser potentes inhibidores de la polimerización de la tubulina in vitro, ni tampoco 
mostraron inhibición de la angiogénesis en la línea celular endotelial humana 
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Figura 1.108. Híbridos tipo II de paclitaxel/caulerpenina. 
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1.16 HÍBRIDOS DE COMBRETASTATINA 
La combretastatina A-4 (CA-4) provoca disrupción de la vasculatura 
tumoral, inhibe la polimerización de la tubulina y es activa en líneas tumorales 
multirresistentes. Sin embargo, CA-4 no es efectiva si se administra sola 
debido a la supervivencia de las células tumorales periféricas. Los híbridos 
1.54-1.56, indicados en la Figura 1.109, están formados por la unión de CA-4 
con mostazas nitrogenadas (compuestos alquilantes de ADN) y se diseñaron 
con el objetivo de evitar tanto el fenómeno de multirresistencia, inducido por la 
mostaza nitrogenada, como la incapacidad de la CA-4 de inhibir el flujo 
sanguíneo a las células tumorales periféricas. 
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Figura 1.109. Híbridos combretastatina A-4/mostazas nitrogenadas. 
Los compuestos 1.54-1.56 fueron, en general, menos citotóxicos que la 
CA-4, aunque su citotoxicidad era dependiente de la línea celular ensayada, 
En el caso del híbrido 1.56 su citotoxicidad parece depender de la actividad de 
las esterasas de la línea celular en cuestión. Los tres híbridos provocaron 
parada del ciclo celular en G2/M, lo que indica que su citotoxicidad está 
relacionada con su unión a la tubulina. Cuando se aumentaron las 
concentraciones de los híbridos 1.54-1.56 su acción pasó de inhibir la 
polimerización de la tubulina a inhibir su despolimerización. Esta inversión del 
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modo de acción podría deberse a la alquilación de la tubulina o de una 
proteína accesoria, lo que impediría la despolimerización, que sería el efecto 
predominante a altas concentraciones del híbrido.266 
En la Figura 1.110 se indican las estructuras de híbridos fusionados de 
combretastatina A-4 con lamellarina T, un alcaloide pirrólico de origen marino 
que presenta propiedades citotóxicas mediante inhibición de la topoisomerasa 
I.267 Una parte de la estructura de la lamellarina T se parece a la de la 
combretastatina A-4, razón por la cual Banwell y colaboradores prepararon 
una serie de híbridos CA-4/lamellarina T con el objetivo de estudiar sus 
propiedades citotóxicas.268 
  
Figura 1.110. Híbridos fusionados tipo II de CA-4/lamellarina T. 
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Todos los híbridos anteriores contienen una parte de pseudoaminoácido 
que podría servir como sitio para la conjugación con secuencias peptídicas de 
la diana terapéutica. Los compuestos 1.58 y 1.59 inhibieron la polimerización 
de la tubulina con valores de IC50 similares a los de CA-4. Sin embargo, 
ninguno de los híbridos fue tan potente como CA-4 contra el crecimiento de 
células de linfoma. Los isómeros 1.60 y 1.61 eran mucho menos activos, lo 
que confirma que la configuración relativa de los dos fragmentos arílicos es 
crucial para la unión a la proteína. 
Las chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas, véase la Figura 1.111) son 
productos naturales que inhiben la polimerización de la tubulina mediante 
unión al sitio colchicina.269 Nam y colaboradores prepararon una serie de 
híbridos CA-4/chalcona de entre los cuales el indicado con la estructura 1.62 
en la Figura 1.111 fue el más activo en las líneas celulares de melanoma 
murino B16, cáncer de colon (HCT116) y carcinoma epidermoide humano 
(B16), aunque su potencia citotóxica fue 10 veces inferior a la de la 
combretastatina A-4.270 
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Figura 1.111. Híbridos CA-4/chalcona. 
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2 OBJETIVOS 
El objetivo de esta tesis es la síntesis de dos familias de híbridos bivalentes 
heterodiméricos con espaciadores no lábiles de diferentes longitudes. A la 
hora de diseñar los híbridos se han tenido en cuenta las siguientes 
consideraciones: 
a) Actividad antimitotica y citotóxica de la colchicina por unión a β-tubulina. 
b) Actividad antimitotica y citotóxica de la combretastatina A-4 por unión a 
β-tubulina. 
c) Actividad antiangiogénica de la combretastatina A-4. 
d) Escasez de investigaciones sobre productos que se unen a la subunidad 
α de la tubulina, caso del producto natural pironetina. 
e) Empleo de un espaciador no lábil con diferentes longitudes que permita 
la unión simultánea a α- y a β-tubulina de ambas partes farmacofóricas.  
De acuerdo con los anteriores puntos nos hemos planteado en esta Tesis 
los siguientes objetivos: 
1) Síntesis de híbridos de combretastatina A-4/análogos de pironetina con 
la estructura general indicada en la figura 2.1.  
 
Figura 2.1. Estructura general de híbridos CA-4/análogos de pironetina. 
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2) Síntesis de híbridos de colchicina/análogos de pironetina con la 
estructura general indicada en la figura 2.2.  
Fragmento de
colchicina
Fragmento de
análogo de pironetina
Espaciador
MeO
MeO
MeO
O
OMe
N
H
O O
m
O
OR2R1
O
n
R1, R2 =H
R1= OMe, R2 =OH
 
Figura 2.2. Estructura general de híbridos colchicina/análogos de pironetina. 
 
3) Evaluación de la actividad citotóxica, antiangiogénica y antitelomerasa, 
así como de la interacción con tubulina, de los híbridos anteriores. 
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3 SÍNTESIS DE HÍBRIDOS CA-4/ANÁLOGOS DE 
PIRONETINA CON ESPACIADOR DE TIPO 1,4-
DIALQUILTRIAZOL 
En nuestro grupo de investigación se ha llevado a cabo recientemente la 
síntesis de híbridos de combretastatina A-4 con derivados de pironetina unidos 
mediante un espaciador de tipo hidroxiéster. Las estructuras de estos híbridos 
se indican en la Figura 3.1.271  
 
 
Figura 3.1. Estructuras de híbridos CA-4/análogos de pironetina con espaciadores de 
tipo hidroxiéster. 
 
Sobre los híbridos anteriores se estudió la citotoxicidad frente a las líneas 
celulares de carcinoma de ovario humano A2780 (línea sensible) y A2780AD 
(línea resistente). Los valores de IC50 se compararon con los de los 
compuestos de origen natural combretastatina A-4 y pironetina. En general, 
todos los híbridos mostraron actividades citotóxicas en el rango micromolar, 
siendo por tanto unos tres órdenes de magnitud menos activos que los 
productos naturales CA-4 y pironetina. La mayoría de los híbridos exhibía 
actividades citotóxicas similares en las células sensibles (A2780) y resistentes 
(A2780AD), con valores R/S (índice de resistencia relativa) cercanos a la 
unidad. 
                                               
271
 Torijano Gutiérrez, S. Tesis Doctoral. Diseño, Síntesis y estudio de las actividades 
antiangiogénicas, antitelomerasa y antimitóticas de derivados de combretastatina A-4. 
Universitat Jaume I (Castellón), 2013. 
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En los ensayos de ciclo celular todos los híbridos mostraron en general 
una pequeña parada de células en fase G2/M a 25 µM. 
Los ensayos de inmunofluorescencia mostraron que el híbrido con la 
longitud de espaciador más corto (n=2) despolimerizaba el citoesqueleto de 
las células en interfase, hecho no observado en los híbridos con la longitud del 
espaciador mayor de 3 carbonos. 
Mediante el empleo de tubulina aislada se estudió in vitro la actividad 
inhibidora de los híbridos con n=2 y n=14 sobre el ensamblaje de los 
microtúbulos. Se determinó que estos dos compuestos no afectaban al ciclo 
celular, pero si eran capaces de despolimerizar la red de microtúbulos 
citoplásmicos a las concentraciones ensayadas.  
 
3.1. SÍNTESIS DE HÍBRIDOS CA-4/5-ADHP CON ESPACIADOR DE TIPO 
1,2,3-TRIAZOL  
Las estructuras de la primera generación de híbridos de combretastatina A-
4 que se sintetizaron en el contexto de esta Tesis se indican en la Figura 3.2. 
Todos ellos contienen la parte estructural completa de la combretastatina A-4 
unida mediante un puente de 1,2,3-triazol a un fragmento de 5-pentil-
azidodihidropiranona (5-ADHP), una parte muy simplificada de la estructura de 
la pironetina pero que incluye el aceptor Michael, que es clave en la unión de 
esta molécula a la tubulina.  
  
141 Híbridos CA-4/análogos de pironetina 
 
Figura 3.2. Híbridos CA-4/5-PDHP con espaciador de tipo 1,2,3-triazol. 
En el Esquema 3.1 se indica el análisis retrosintético general para la 
preparación de los híbridos anteriores. El análisis se inicia con la desconexión 
del anillo de 1,2,3-triazol que se construirá mediante reacción de cicloadición 
1,3-dipolar de alquinos de estructura 3-I con la azidoalquildihidropiranona 3-II. 
Los compuestos 3-I se obtendrán mediante reacción de O-alquilación de la 
combretastatina A-4 con alquinos funcionalizados 3-III (X=grupo saliente) que, 
a su vez, se obtendrán de los hidroxiésteres 3-IV. Por otro lado, la 
azidoalquildihidropiranona 3-II se sintetizará a partir de la dihidropiranona 
funcionalizada 3-V (X=grupo saliente) y ésta se obtendrá del hexano-1,6-diol 
3-VI. 
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Esquema 3.1. Análisis retrosintético de los híbridos CA-4/5-ADHP. 
3.1.1 SÍNTESIS DE O-ALQUINILCOMBRETASTATINAS  
La combretastatina A-4 es un producto natural que se encuentra 
comercialmente accesible, aunque a un precio muy elevado. Por ejemplo, la 
compañia Aldrich la vende en presentación de 5 mg por un importe de 75 €, o 
en presentación de 25 mg por un importe de 300.5 €. Debido a su elevado 
precio, la combretastatina A-4 se ha preparado en nuestro grupo siguiendo el 
procedimiento de Gaukroger y col. que implica una reacción de condensación 
de Perkin entre el ácido 2-(3,4,5-trimetoxifenil)acético 3-VII y la isovainillina 3-
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VIII seguida de descarboxilación del producto de condensación 3-IX (véase el 
Esquema 3.2).272  
 
Esquema 3.2. Síntesis de combretastatina A-4 según Gaukroger y col. 
De acuerdo con el análisis retrosintético, la síntesis de los híbridos CA-4/5-
PDHP exigía la preparación previa de una serie de O-alquinilcombretastatinas 
de estructura general 3-I. En la Figura 3.3 se indican las estructuras de esta 
clase de compuestos que fueron preparados, como se explicará más adelante, 
mediante reacciones de O-alquilacion de la combretastatina A-4 con  
haloalquinos. 
 
Figura 3.3. Estructuras de O-alquinilcombretastatinas sintetizadas en esta Tesis. 
                                               
272
 Gaukroger, K.; Hadfield, J. A.; Hepworth, L. A.; Lawrence, N. L.; McGown. A. T. J. Org. 
Chem. 2001, 66, 8135-8138.  
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Para la preparación de la O-alquinilcombretastatina (n =2) se empleó el 5-
yodopent-1-ino, comercialmente disponible. Los haloalquinos necesarios para 
la síntesis de las O-alquinilcombretastatinas (n = 6, 9, 14)  se obtuvieron a 
partir de bromoésteres mediante la secuencia de reacciones que se indica en 
el Esquema 3.3. Así, los bromoésteres 3.2b-3.2d, mediante reducción con 
DIBAL, se convirtieron en los correspondientes alcoholes 3.3b-3.3d y éstos se 
transformaron en los aldehídos 3.4b-3.4d mediante oxidación de Swern.273 Los 
aldehídos 3.4b-3.4d se convirtieron en los bromoalquinos 3.5b-3.5d mediante 
reacción con el reactivo de Ohira-Bestmann.274 
Br
n
3.2b n= 6
3.2c n= 9
3.2d n= 14
O
OMe Br OH
n
3.3b n= 6
3.3c n= 9
3.3d n= 14
b
Br
n
3.4b n= 6
3.4c n= 9
3.4d n= 14
O
H
a
Br
n
3.5b n= 6
3.5c n= 9
3.5d n= 14
c
 
Esquema 3.3 
Reactivos y condiciones: (a) DIBAL, CH2Cl2, 0ºC-temp. amb., 2 h (3.2b, 76%; (3.2c, 
96%; 3.2d, 99%). (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, luego 3.2b-d, -78ºC, 10 min; después 
Et3N, -78ºC, 20 min, luego temp. amb., 3 h (3.3b, 88%; 3.3c, 94%; 3.3d, 86%). (c) 
reactivo Ohira-Bestmann, MeOH, K2CO3, 0ºC-temp. amb., 24 h (3.4b, 44%; 3.4c, 40%, 
3.4d, 85%). 
La síntesis de las O-alquinilcombretastatinas 3.6a-3.6d se consiguió 
mediante reacción de la combretastatina A-4 con los correspondientes 
haloalquinos en DMF en presencia de carbonato potásico (véase el Esquema 
3.4). Para la preparación de la O-alquinilcombretastatina 3.6a se utilizó el 5-
yodopent-1-ino y para la síntesis de las O-alquinilcombretastatinas 3.6b-3.6d 
se emplearon los bromoalquinos 3.5b-3.5d. 
                                               
273
 (a) Mancuso, A. L.; Huang, S-L.; Swern, D. J. Org. Chem. 1978, 43, 2480-2482. (b) Omura, 
K.; Swern, D. Tetrahedron 1978, 34, 1651-1660. 
274
 (a) Ohira, S. Synt. Commun. 1989, 19, 561-564. (b) Muller, S.; Liepold, B.; Roth, G.; 
Bestmann H. J. Synlett 1996, 521-522. Véase la parte experimental para la síntesis del reactivo 
de Ohira-Bestmann. 
  
145 Híbridos CA-4/análogos de pironetina 
 
Esquema 3.4 
Reactivos y condiciones: (d) DMF, K2CO3,  temp. amb., 24-48 h (3.6a, 83%; 3.6b, 
62%; 3.6c, 40%; 3.6d, 92%). 
3.1.2 SÍNTESIS DE 5-AZIDOPENTILDIHIDROPIRANONAS 
El otro componente necesario para la síntesis de los híbridos CA-4/5-
PDHP eran las 5-azidopentildihidropiranonas de estructura general 3-II. De 
acuerdo con el análisis retrosintético indicado en el Esquema 3.1, el 
compuesto de partida para la preparación de las 5-azidopentildihidropiranonas 
era el hexano-1,6-diol.  
En el Esquema 3.5 se describe la secuencia sintética que se empleó para 
la preparación de la (R)-5-azidopentildihidropiranona 3.14. La síntesis 
comenzó con la monoprotección del hexano-1,6-diol por reacción con hidruro 
sódico y cloruro de p-metoxibencilo. El producto de la reacción, compuesto 
3.7, se oxidó con el método de Swern al aldehído 3.8 y este compuesto se 
transformó en el alcohol homoalílico 3.9 mediante alilación enantioselectiva de 
Brown.275 Esta metodología permitió la obtención del alcohol 3.9 con un 93% 
de exceso enantiomérico.276 El alcohol 3.9 se convirtió en el acrilato 3.10 y 
este compuesto se transformó en la dihidropiranona 3.11 mediante 
calentamiento en presencia del catalizador de Grubbs de 1ª generación.277 La 
                                               
275
 (a) Ramachandran, P. V.; Chen, G.-M.; Brown, H. C. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 2417-2420. 
Brown, H. C.;  Jadhav, P. K. J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 2092-2093. 
276
 El exceso enantiomérico se determinó mediante conversión del alcohol 3.9 en el éster de 
Mosher, por reacción con el cloruro del ácido (R)-3,3,3-trifluoro-2-metoxi-2-fenilpropanoico, 
seguido de integración de las señales del grupo metoxilo en 1H-RMN. 
277
 Schwab, P.; Grubbs, R. H.; Ziller, J. W. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 100–110. Para 
revisiones sobre las reacciones de metátesis véase: (a) Grubbs, R. H.; Miller, S. J.; Fu, G. F. 
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desprotección del grupo PMB de la dihidropiranona 3.11, que se llevó a cabo 
por reacción con DDQ en una mezcla diclorometano/agua, condujo a la 
hidroxidihidropiranona 3.12. La (R)-5-azidopentildihidropiranona 3.14 se 
obtuvo por tosilación de 3.12 seguida de reacción del tosilato 3.13 con azida 
sódica en DMF. 
 
  
Esquema 3.5 
Reactivos y condiciones: (a) NaH, DMF, 0ºC, 1h luego TBAI, PMBCl, de 0ºC  a 
temp. amb. 4h, 60%. (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, -78ºC, 10 min, luego 3.7, -78ºC, 20 
min y después Et3N, 1 h, temp. amb. (c) (-)-Ipc2BCl, alilMgBr, Et2O, de -78ºC a 
temp.amb. 1h, luego -78ºC y adición de 3.8, -78 ºC, 1h, 80% (92% e.e.). (d) 
CH2=CHCOCl, CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 1h, 94%. (e) 10 mol% cat. 
(Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, CH2Cl2, reflujo, 2h, 80%. (f) DDQ, CH2Cl2/H2O (20:1), temp. 
amb. 30 min, 70%. (g) TsCl, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 1h, temp.amb. 83%. (h) DMF, NaN3, 
0ºC-temp. amb., 3h, 85%. 
La (S)-5-azidopentildihidropiranona ent-3.14 se preparó a partir del 
aldehído 3.8 mediante una secuencia de reacciones similar a la anterior pero 
en la que se empleó (+)-Ipc2BCl como inductor quiral del proceso de alilación 
(véase el Esquema 3.6). 
                                                                                                                             
Acc. Chem. Res. 1995, 28, 446-452.  (b) Grubbs, R. H.; Chang, S. Tetrahedron 1998, 54, 4413-
4450.  (c) Armstrong, S. K. J. Chem. Soc. Perkin Trans I 1998, 371-388. (d) Maier, M. E.; 
Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 2073-2077. (e) Yet, L. Chem. Rev. 2000, 100, 2963-3007. 
(f)TrnKa, T. M.; Grubbs, R. H. Acc. Chem. Res. 2001, 34, 18-29. (g) Prunet, J. Angew. Chem. 
Int. Ed. 2003, 42, 2826-2830. (h) Grubbs, R. H. Handbook of Metathesis. Wiley-VCH, 2003, 
Germany. (i) Nicolaou, K. C.; Bulger, P. C.; Sarlah, D. Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 4490-
4527. (j) Vougiokalakis, G. C.; Grubbs, R. H. Chem. Rev. 2010, 110, 1746-1787. 
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Esquema 3.6 
Reactivos y condiciones: (a) (+)-Ipc2BCl, allilMgBr, Et2O, -78ºC, min, temp. amb. 1h, 
seguido de adición de p-metoxibencilhexanal, -78 ºC, 1h, 89% (90% e.e.). (b) 
CH2=CHCOCl, CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 1h, 55%. (c) 10 mol% cat. 
(Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, CH2Cl2, reflujo, 2h, 80%. (d) DDQ, CH2Cl2: H2O (20:1), 
temp.amb. 30 min, 70%; (e) TsCl, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 1h, temp. amb. 91%. (f) DMF, 
0ºC-temp. amb., NaN3, 3h, 85%. 
3.1.3 CONEXIÓN DE FRAGMENTOS Y SÍNTESIS DE HÍBRIDOS CA-4/5-
ADHP  
La conexión de las O-alquinilcombretastatinas 3.6a-3.6d con la (R)-5-
azidopentildihidropiranona 3.14 se efectuó mediante reacciones de 
cicloadición 1,3-dipolar catalizadas por cobre, lo que permitió la unión de los 
fragmentos mediante un anillo de 1,2,3-triazol. En su vertiente clásica, la 
ciclooadición 1,3-dipolar de alquinos con azidas se lleva a cabo mediante 
calentamiento de un alquino con un azidoalcano. El problema de esta reacción 
es que proporciona mezclas de 1,2,3-triazoles regioisoméricos (véase el 
Esquema 3.7). 
 
 
Esquema 3.7. Formacion de triazoles mediante cicloadición 1,3-dipolar térmica. 
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Sin embargo, la version catalizada por sales cuprosas, descrita por 
primera vez por los grupos de M. Meldal y K. B. Sharpless en el año 2002, 
puede ser llevada a cabo a temperatura ambiente en condiciones acuosas, 
siendo además regioselectiva, ya que forma, de manera casi exclusiva, el 
regioisómero 1,4-disustituido (véase el Esquema 3.8).278 
 
Esquema 3.8. Formación de 1,4-dialquil-1,2,3-triazoles mediante catálisis con sales 
de Cu(I). 
La formación de 1,2,3-triazoles mediante catálisis con sales de Cu(I) es un 
tipo de reacción que se enmarca plenamente dentro de las denominadas 
reacciones de click chemistry. El término click chemistry fue introducido por K. 
B. Sharpless en 2001279 para describir las reacciones que: 
1) Transcurren con alto rendimiento. 
2) Son regio- y/o estereoespecíficas. 
3) Se pueden llevar a la práctica de manera sencilla y en el seno de 
disolventes fácilmente eliminables o ecológicamente benignos. 
4) Originan subproductos que se pueden eliminar sin necesidad de 
separaciones cromatográficas o cristalizaciones. 
Son varias las reacciones que cumplen los anteriores requisitos como, por 
ejemplo, las reacciones de apertura nucleofílica de epóxidos y aziridinas, las 
reacciones de condensación carbonílica (formación de heterociclos), las 
reacciones de cicloadición, las adiciones a enlaces multiples carbono-carbono, 
la formación oxidante de oxiranos y las adiciones Michael. 
                                               
278
 (a) Tornoe, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M. J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064. (b) 
Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew. Chem., Int. Ed. 2002, 41, 
2596-2599. 
279
 Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Angew. Chem Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021. 
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La reacción de cicloadición térmica 1,3-dipolar no se puede encuadrar 
dentro de las reacciones de click chemistry porque origina mezclas de 
regioisómeros. Además, la elevada energía de activación del proceso de 
cicloadición térmica provoca una baja velocidad de reacción. Por el contrario, 
la velocidad de la reacción catalizada por Cu(I) si que se puede clasificar como 
una reacción de click chemistry ya que su velocidad es 107-108 veces mayor 
que la velocidad de la reacción térmica no catalizada, se puede llevar a cabo 
en medio acuoso y a pH entre 4-14, tolera una amplia variedad de grupos 
funcionales y los productos de la reacción pueden ser aislados mediante 
simple filtración o extracción, sin necesidad de purificaciones cromatográficas 
o cristalizaciones.  
El catalizador de la reacción es una especie de Cu+ que se puede 
introducir en la reacción como CuI, CuOTf, [Cu(NCMe)4]+, mediante reducción 
in situ de una sal de cobre (II) con ascorbato de sodio u otro agente reductor, 
mediante oxidación de cobre metálico con un agente oxidante suave o 
mediante desproporcionación del sistema Cu0/Cu+2.  
La principal limitación de la cicloadición catalizada por Cu(I) es que solo 
funciona con alquinos terminales. 
Los cálculos mecano-cuánticos han demostrado que la reacción se inicia 
mediante la formación de un acetiluro de cobre I (véase el Esquema 3.9).280 El 
intermedio I experimenta un proceso de intercambio de ligando con la azida 
orgánica y genera el complejo II que se convierte en el metalaciclo III. La 
contracción de anillo en este intermedio forma el triazolil-cobre IV, cuya 
protonolisis forma el 1,2,3-triazol 1,4-triazol y regenera el catalizador. 
                                               
280
 Himo, F.; Lovell, T.; Hilgraf, R.; Rostovtsev, V. V.; Noodleman, L.; Sharpless, K. B.; Fokin V. 
V.; J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 210-216.  
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Esquema 3.9. Ciclo catalítico para la formación de 1,2,3-triazoles-1,4-disustituidos 
mediante catálisis con sales de Cu(I). 
El regioisómero 1,5-disustituido se puede obtener selectivamente mediante 
catálisis con complejos de rutenio (véase el Esquema 3.10)281  
 
Esquema 3.10. Formación de 1,2,3-triazoles-1,5-disustituidos mediante catálisis con 
complejos de rutenio. 
 
La reacción de cicloadición 1,3-dipolar de alquinos y azidas catalizada por 
Cu(I) ha tenido un enorme impacto en el campo de la química orgánica.282 Se 
                                               
281
 (a) Zhang, L.; Chen, X.; Xue, P.; Sun, H. H. Y.; Williams, I. D.; Sharpless, K. B.; Fokin, V. V.;  
Jia, G. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15998-15999. (b) Boren, B. C.; Narayan, S.; Rasmussen, 
L. K.; Zhang, L.; Zhao, H.; Lin, Z.; Jia, G.; V. Fokin, V. V. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 8923-
8930. 
282
 Kolb, H. C.; Sharpless, K. B. Drug Discov. Today 2003, 8, 1128-1137.  
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ha empleado en la modificación de péptidos,283 de carbohidratos y productos 
naturales 284, en reacciones de macrociclación,285 en la modificación de ADN286 
y de nucleótidos,287 en química supramolecular,288 en la química de polímeros, 
en nanotecnología,289 etc.290  
En el ámbito de la química médica este tipo de espaciadores son 
particularmente interesantes debido a su rigidez conformacional y a su inercia 
frente a condiciones hidrolíticas, oxidantes o reductoras, que a menudo se dan 
en el seno de los organismos vivos.291 De hecho, los 1,2,3-triazoles-1,4-
dialquilsustituidos son bioisósteros de las amidas. La similitud entre ambos 
grupos puede observarse en la Figura 3.4. 
 
Figura 3.4. Comparación de la función amida y el 1,2,3- triazol. 
                                               
283
 (a) Colombo, M.; Bianchi, A. Molecules 2010, 15, 178-197. (b) Holub, J. M.; Kirshenbaum, K. 
Chem. Soc. Rev. 2010, 39, 1325-1337. 
284
 Wang, C.; Wu, J.; Xu, Z-K. Macromol. Rapid. Commun. 2010, 31, 1078-1082. 
285
 (a) Zhu, Y-Y.; Wang G-T.;  Li, Z-T. Org. Biomol. Chem. 2009,7, 3243-3250. (b) Megiatto, J. 
D.; Schuster, D. I. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 12872-12873. 
286
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En la Figura 3.4 se indica la distancia entre los sustituyentes A-B que es de 
3.8-3.9 Å en amidas y de 5.0-5.1 Å en 1,4-dialquil-1,2,3-triazoles. El momento 
dipolar es ~ 4 Debye en amidas y ~5 Debye 1,4-dialquil-1,2,3-triazoles.292 En 
estos compuestos los átomos N-2 y N-3, con hibridación sp2, pueden actuar 
como aceptores débiles de puente de hidrogeno por poseer un par de 
electrones solitarios. Además, el relativamente elevado momento dipolar de 
los 1,2,3-triazoles-1,4-dialquilsustituidos polariza el protón en C-5 otorgándole 
carácter donador de enlaces de hidrógeno, similar al NH de una amida.293 
La reacción de cicloadición 1,3-dipolar de alquinos y azidas, catalizada por 
Cu(I), se ha empleado en la síntesis de híbridos de productos naturales, como 
el homodímero de vitamina D3,294 cuya estructura se describe en la Figura 3.5. 
 
Figura 3.5. Homodímero de vitamina D3. 
 
En la Figura 3.6 se dibuja la estructura de un dímero de daunorubicina 
conseguido mediante puente bis-triazol. La distancia entre los dos monómeros 
se varió en función de los espaciadores que contenían el anillo de triazol. 
Estos dímeros se ensayaron como intercaladores de ADN en la línea tumoral 
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K562. Los resultados obtenidos demostraron que la longitud y la flexibilidad 
del espaciador eran claves para conseguir una buena actividad citotóxica.295 
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Figura 3.6. Homodímero de daunorubicina. 
En la Figura 3.7 se indica la estructura de híbridos del antibiótico linezolida 
con el antibiótico eritromicina, obtenidos mediante conexión con un espaciador 
que contiene un anillo de triazol.296 
 
Figura 3.7. Híbrido de linezolida y eritromicina. 
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En la Figura 3.8 se indica la estructura de otra quimera híbrida obtenida 
mediante la conexión, vía anillo de triazol, de la estructura de la vancomicina y 
una cefalosporina.297 
 
Figura 3.8. Híbrido de vancomicina y cefalosporina. 
La conexión de las O-alquinilcombretastatinas 3.6a-3.6d con la (R)-5-
azidopentildihidropiranona 3.14 se llevó a cabo mediante reacción de 
cicloadición 1,3-dipolar, en una mezcla THF/MeOH, a temperatura ambiente y 
en presencia de Cu/CuSO4·5H2O, lo que proporcionó los híbridos 3.1a-3.1d 
con rendimientos moderados (véase el Esquema 3.11). 
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Esquema 3.11 
Reactivos y condiciones: Cu, CuSO4⋅5H2O, THF/MeOH (1:1), 2-4 h, temp. amb. 
(3.1a, 36%; 3.1b, 31%; 3.1c, 51%; 3.1d 52%).  
 
En el Esquema 3.12 se indica la síntesis de los híbridos ent-3.1a-ent-3.1d 
obtenidos por conexión de las O-alquinilcombretastatinas 3.6a-3.6d con la (S)-
5-azidopentildihidropiranona ent-3.14. 
 
 
Esquema 3.12 
Reactivos y condiciones: Cu, CuSO4⋅5H2O, THF:MeOH (1:1), 2-4 h, temp. amb. 
(ent-3.1a, 30%; ent-3.1b, 56%; ent-3.1c, 60%; ent-3.1d, 42%). 
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3.2 SÍNTESIS DE HÍBRIDOS CA-4/AP3E CON ESPACIADOR DE TIPO 
TRIAZOL 
Los híbridos explicados en la sección anterior contienen un fragmento 
completo de combretastatina A-4 y una parte muy simplificada de la molécula 
de pironetina. Los híbridos indicados en la Figura 3.9 contienen una fragmento 
dihidropiranónico con una cadena lateral que intenta aproximarse más a la 
cadena lateral de la molécula de pironetina, ya que su estructura contiene tres 
estereocentros oxigenados con la misma configuración y la misma posición 
relativa que en el producto natural, razón por la cual a este fragmento se le ha 
denominado  análogo de pironetina con tres estereocentros (AP3E). 
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Figura 3.9. Estructuras generales de híbridos CA-4/AP3E. 
3.2.1 SÍNTESIS DEL FRAGMENTO ANÁLOGO DE PIRONETINA CON TRES 
ESTEREOCENTROS (AP3E) 
Para la síntesis del fragmento análogo de pironetina con tres 
estereocentros (AP3E) se utilizó como material de partida el propano-1,3-diol. 
La secuencia sintética que permitió la preparación de este fragmento se indica 
en el Esquema 3.13 y se inició con la monoprotección como PMB éter del 
propano-1,3-diol 3.15. La oxidación Swern del producto de monoprotección 
3.16 condujo al aldehído 3.17 que se sometió al proceso de alilación 
enantioselectiva de Brown empleando como inductor quiral el (-)-Ipc2BCl. La 
reacción proporcionó el alcohol homoalílico 3.18 con un 90% de rendimiento y 
un 87% de exceso enantiomérico.276  
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Esquema 3.13 
Reactivos y condiciones: (a) NaH, DMF, 0ºC, 1h, luego TBAI y PMBCl, 0ºC-temp. 
amb. 4h 66%. (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, -78ºC, 10 min, luego 3.16, -78ºC, 20 min y 
después Et3N, 1 h, temp. amb. (c) (-)-Ipc2BCl, alilMgBr, Et2O, -78ºC, min, temp. amb. 
1h, luego 3.17, -78 ºC, 1h, 90% (87% e.e.). (d) NaH, THF, 0ºC, después MeI, temp. 
amb. 18h, 88%. (e) NMO, OsO4, THF:t-BuOH:H2O (4:10:1), temp. amb. 18h. Luego  
Pb(OAc)4, CH2Cl2, 0ºC, 2h (92% dos pasos). (f) (+)-Ipc2BCl, alilMgBr, Et2O, -78ºC, min, 
temp. amb. 1h, luego 3.20, -78ºC, 1h, 90% (d.r. 86:14). (g) 2,6-lutidina, TBSOTf, 
CH2Cl2, 0ºC, 1h, 80%. (h) NMO, OsO4, THF:t-BuOH:H2O (4:10:1), temp. amb. 18h, 
luego Pb(OAc)4, CH2Cl2, 0ºC, 2h (90% dos pasos). (i) (-)-Ipc2BCl, alilMgBr, Et2O, -
78ºC, 10 min, temp. amb. 1h, luego 3.23, -78ºC, 1h, 70% (d.r. 76:24). (j) 
CH2=CHCOCl, CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 1h, 98%. (k) 10 mol% (Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, 
CH2Cl2, reflujo, 2h, 83%. (l) DDQ, CH2Cl2: H2O (20:1), temp. amb. 30 min, 84%; (m) 
TsCl, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 1h, temp. amb. 80%; (n) DMF, 0ºC-temp. amb., NaN3, 3h, 
53%. (o) HF 48%, MeCN, temp. amb., 4h, 100%. 
 
El compuestro 3.18 se convirtió en el metil éter 3.19 mediante ionización 
con hidruro sódico seguida de reacción con yoduro de metilo. La ruptura 
oxidante del doble enlace del compuesto 3.19 se consiguió mediante 
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dihidroxilación con OsO4 en presencia de NMO seguida de ruptura oxidante 
del correspondiente diol con tetraacetato de plomo. El aldehído resultante, 
compuesto 3.20, se sometió a un nuevo proceso de alilación asimétrica de 
Brown, esta vez empleando como inductor quiral el (+)-Ipc2BCl. La reacción 
proporcionó una mezcla de diastereoisómeros en relación 86:14, de la que se 
obtuvo puro el isómero mayoritario 3.21 mediante separación cromatográfica 
en columna. La sililación de 3.21 condujo a 3.22 que se sometió al proceso de 
ruptura oxidante del doble enlace mediante dihidroxilación-oxidación. Esta 
secuencia proporcionó el aldehído 3.23 que se sometió a reacción de alilación 
de Brown en presencia del inductor quiral (-)-Ipc2BCl. En esta reacción se 
obtuvo una mezcla de alcoholes homoalílicos en relación 76:24, de la que se 
obtuvo puro el isómero mayoritario 3.24 mediante separación cromatográfica 
en columna. El compuesto 3.24 se convirtió en el acrilato 3.25 y este 
compuesto se transformó en la dihidropiranona 3.26 mediante reacción de 
metátesis con el catalizador de Grubbs de 1ª generación. El tratamiento de 
3.26 con DDQ en una mezcla de diclorometano/agua298 provoco la eliminación 
del grupo PMB y permitió la obtención del compuesto 3.27, que proporcionó el 
azidoderivado 3.29 mediante tosilación seguida de reacción con azida sódica. 
Finalmente, la desililación de 3.29, por reacción con HF en acetonitrilo, 
permitió la obtención de la azidodihidropiranona 3.30. 
3.2.2 SÍNTESIS DE LOS HÍBRIDOS CA-4/AP3E 
La conexión de las O-alquinilcombretastatinas 3.6a-3.6d con el fragmento 
análogo de pironetina con tres estereocentros (AP3E) se llevó a cabo 
mediante reacción de cicloadición 1,3-dipolar, en una mezcla THF/MeOH, a 
temperatura ambiente y en presencia de Cu/CuSO4·5H2O. En estas 
condiciones se obtuvieron los híbridos 3.31a-3.31d con rendimientos 
moderados (véase el Esquema 3.14). 
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Esquema 3.14 
Reactivos y condiciones: (a) Cu, CuSO4⋅5H2O, THF:MeOH (1:1), 2-4 h, temp. amb. 
(3.31a, 47%; 3.31b, 30%; 3.31c, 50%; 3.31d, 45%). 

Parte experimental 
 
161 
3.3 PARTE EXPERIMENTAL 
3.3.1 TÉCNICAS GENERALES 
Los espectros de IR se obtuvieron mediante el uso de pastillas de KBr en 
un espectrómetro Jasco FT/IR-6200, abarcando la región 4000-600 cm-1. Solo 
se indican las bandas de funciones relevantes (C=O, OH). 
Los espectros de masas se midieron en un espectrómetro de masas Q-
TOF (Waters, Manchester, UK) con fuente de ionización combinada de tipo 
electrospray y APCI con diseño Z-spray; la tensión capilar de 3,5 KV se utilizó 
en el sentido positivo y la tensión de cono se estableció en 20 V. 
Los espectros de RMN fueron registrados en espectrómetros Varian Unity de 
300 y 500 (frecuencias aproximadas de operación, 300 y 500 MHz para 1H; 75 
y 125 MHz para 13C). La naturaleza de las señales de carbono (C, CH, CH2, 
CH3) y las asignaciones de las señales se han llevado a cabo mediante 
correlaciones heteronucleares bidimensionales (COSY y HSQC/HMBC). Salvo 
indicación en contra, los espectros se midieron en disolución de CDCl3. Los 
desplazamientos químicos (δ) están indicados en ppm usando como 
referencia las señales residuales del disolvente (δ 7.27 ppm para el 1H y 77.0 
ppm para el 13C). En el caso de las multiplicidades en el 1H-RMN se han usado 
s cuando se trata de un singulete, d para doblete, t para triplete, q para 
cuadruplete, quint para quintuplete, sext para sextuplete, hept para heptuplete, 
m para multiplete, br cuando se trata de una señal ancha y app cuando se 
trate de una señal con una multiplicidad aparente. 
Para la cromatografía de capa fina se utilizaron cromatoplacas de gel de 
sílice de Merck 5554. 
Los disolventes tetrahidrofurano, diclorometano, acetonitrilo y éter, se 
secaron antes de su uso cuando fue necesario por medio de un sistema de 
purificación de solventes MBRAUN modelo MB-SPS-800 series. La trietilamina 
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se destiló sobre hidróxido potásico. La DMF se destiló y se guardó sobre 
tamices de 3Å. 
Los reactivos disponibles comercialmente se utilizaron sin tratamiento 
previo, directamente de Aldrich, Fluka, Acros o Strem. 
Los reactivos sensibles al aire se utilizaron bajo atmósfera de nitrógeno 
evitando en todo momento el contacto con el aire y humedad y almacenados y 
manipulados en caja seca para los extremadamente sensibles. 
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3.3.2  PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 
 
Síntesis del bromoalcohol 3.3b 
 
A una disolución de 8-bromooctanoato de metilo 3.2b (1.2 g, 5.06 mmol) 
en CH2Cl2 anhidro (64 mL) se le adicionó, lentamente bajo atmósfera de N2 y 
0ºC, DIBAL 1M (17.7 mL, 17.7 mmol, 3.5 eq.). La mezcla resultante se agitó a 
temperatura ambiente durante 2 horas. Acabado este tiempo se añadió una 
disolución acuosa saturada de sal de Rochelle y se dejó en agitación durante 
24 horas. Luego, la mezcla de reacción se vertió sobre CH2Cl2, y se decantó la 
fase orgánica. La fase acuosa se extrajo con CH2Cl2 y los extractos orgánicos 
reunidos se secaron sobre Na2SO4 anhidro. Después de filtrar y concentrar en 
el rotavapor, el residuo aceitoso resultante se cromatografió sobre gel de sílice 
con Hexano-AcOEt (8:2), obteniéndose 804 mg (76%) del bromoalcohol 3.3b 
como un aceite incoloro. 
RMN 1H (300 MHz) δ = 3.64 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.41 (2H, t, J = 6.8 Hz), 1.85 
(2H, q, J = 7.3 Hz), 1.56 (2H, m) 1.49-1.27 (8H, m). 
RMN 13C (75 MHz) δ = 62.6, 33.8, 32.6, 32.5, 29.1, 28.6, 27.9, 25.5 (CH2). 
 
Síntesis del bromoalcohol 3.3c 
 
El alcohol 3.3c se obtuvo en las misma condiciones experimentales 
empleada en la preparación de 3.3b: 3.2c (3.08 g, 11.05 mmol); DIBAL 1M 
(38.7 mL, 38.7 mmol, 3.5 eq.) CH2Cl2 (138 mL). La purificación en 
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cromatografía de columna con Hexano-EtOAc (9:1) proporcionó 2.6 g (96%) 
del bromoalcohol 3.3c en forma de sólido blanco. 
P. f. = 45-48 ºC. 
RMN 1H (300 MHz) δ = 3.56 (2H, t, J = 6.5 Hz), 3.35 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.2 
(1H, br s, OH), 1.96 (2H, q, J = 7.0 Hz), 1.50 (2H, m), 1.4-1.2 (14H, m). 
RMN 13C (75 MHz) δ = 62.6, 33.7, 32.6, 32.5, 29.4, 29.3, 29.2 (x 2), 28.6, 28.0, 
25.6 (CH2). 
Síntesis del bromoalcohol 3.3d 
 
El alcohol 3.3d se obtuvo en las misma condiciones experimentales 
empleada en la preparación de 3.3b: 3.2d (700 mg, 2.01 mmol); DIBAL 1M 
(7.03 mL, 7.03 mmol, 3.5 eq.) CH2Cl2 (25 mL). La purificación en 
cromatografía sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (9:1) proporcionó 650 mg 
(99%) del bromoalcohol 3.3d como un sólido blanco. 
P.f. = 53-54 ºC 
RMN 1H (500 MHz) δ = 3.64 (2H, t, J = 6.6 Hz), 3.41 (2H, t, J = 6.8 Hz), 1.86 
(2H, q, J = 7.1Hz), 1.57 (3H, m), 1.4-1.2 (24H, m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 63.0, 33.9, 32.8 (x 2), 29.6 (x 2), 29.5 (x 4), 29.4 (x 3), 
28.7, 28.1, 25.7 (CH2). 
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Síntesis del bromoaldehído 3.4b 
 
Una disolución de DMSO (0.40 mL, 5.76 mmol, 3.0 eq.) en CH2Cl2 (9 mL) 
se enfrío a -78ºC bajo atmósfera de N2. Luego se añadió dicloruro de oxalilo 
(0.19 mL, 2.31 mmol, 1.2 eq.) y se agitó a -78ºC durante 10 minutos. A 
continación se añadió lentamente el alcohol 3.3b (400 mg, 1.92 mmol) disuelto 
en CH2Cl2 (8 mL) y la mezcla resultante se agitó a -78ºC durante 20 minutos. 
Después se añadió Et3N (1.4 mL, 9.64 mmol, 5.0 eq.) y la mezcla se agitó 
durante 10 minutos a -78ºC. A continuación se dejó calentar hasta 
temperatura ambiente durante 3 horas. Acabado este tiempo, se añadió H2O 
(15 mL) y HCl 1N (8 mL) y la mezcla resultante se extrajo con CH2Cl2 (3 x 20 
mL). Después de secaron los extractos orgánicos sobre Na2SO4 anhidro, se 
filtraron y se concentraron en el rotavapor. El residuo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-Éter (95:5), obteniéndose 350 
mg (88%) del bromoaldehído 3.4b, que fue utilizado inmediatamente en la 
siguiente reacción. 
 
Síntesis del bromoaldehído 3.4c  
 
El bromoalcohol 3.3c (615 mg, 2.44 mmol) se sometió a las condiciones de 
reacción indicadas en la oxidación del bromoalcohol 3.3b: DMSO (0.52 mL, 
7.34 mmol, 3.0 eq.); dicloruro de oxalilo (0.25 mL, 2.94 mmol, 1.2 eq.); Et3N 
1.8 mL, 12.24 mmol, 5.0 eq.); Después del procesado de la reacción, el 
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residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-Éter (95:5), 
obteniéndose 574 mg (94%) del bromoaldehído 3.4c como un aceite, que fue 
utilizado inmediatamente en la siguiente reacción. 
 
 
Síntesis del bromoaldehído 3.4d 
 
El bromoalcohol 3.3d (654 mg, 2.03 mmol) se sometió a las condiciones 
de reacción indicadas en la oxidación del bromoalcohol 3.3b: DMSO (0.66 mL, 
0.336 mmol, 3.0 eq.); dicloruro de oxalilo (0.32 mL, 3.73 mmol, 1.2 eq.); Et3N 
2.16 mL, 15.56 mmol, 5.0 eq.). Después del procesado de la reacción, el 
residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-Éter (95:5), 
obteniéndose 556 mg (86%) del bromoaldehído 3.4d como un aceite, que fue 
utilizado inmediatamente en la siguiente reacción. 
 
 
Preparación del reactivo de Ohira-Bestmann (1-diazo-2-oxopropil)-
fosfonato de dimetilo 
 
A una suspensión de NaH 60% en aceite mineral (264.8 mg, 6.62 mmol, 
1.1 eq) en tolueno (18 mL) y THF (6 mL) se le adicionó, a 5ºC y bajo 
atmósfera de N2, 2-oxopropilfosfonato de dimetilo. La disolución resultante se 
agitó a 5ºC durante 2 horas y luego se adicionó p-acetamido-
bencenosulfonilazida (1.6 g, 6.62 mmol, 1.1 eq) disuelta en una mezcla de 
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tolueno (3.0 mL) y THF (3.3 mL). La mezcla resultante se agitó a temperatura 
ambiente durante 24 horas. Acabado este tiempo, la suspensión amarilla se 
filtró a través de celite y se lavó con éter etílico (3 x 30 mL). Los extractos 
orgánicos reunidos se secaron sobre Na2SO4. Después de filtrar y evaporar el 
disolvente a presión reducida el residuo resultante se cromatografió sobre gel 
de sílice con Hexano-Pentano (1:1), obteniéndose 1.0 g (87%) del (1-diazo-2-
oxopropil)fosfonato de dimetilo como un aceite amarillento. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 3.81 (6H, d, J = 11.9 Hz), 2.24 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 189.0, 26.9 (C), 53.4, 53.3 (CH3), 26.9 (CH3). 
 
 
Síntesis del bromoalquino 3.5b 
 
A una disolución del reactivo de Ohira-Bestmann (392 mg, 2.04 mmol, 1.2 
eq.) en MeOH anhidro (27.2 mL) se le añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, el 
bromoaldehído 3.4b (350 mg, 1.70 mmol) durante 5 minutos. Después se 
añadió K2CO3 (470 mg, 3.40 mmol, 2.0 eq.) y la mezcla resultante se agitó a 
0ºC durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente durante 24 horas. A 
continuación, la mezcla se vertió sobre una disolución acuosa saturada de 
NH4Cl y se extrajo con pentano (3 x 30 mL). Los extractos orgánicos reunidos 
se secaron sobre Na2SO4 anhidro. Después de filtrar y evaporar el disolvente 
a presión reducida a 30ºC, el residuo resultante se cromatografió sobre gel de 
sílice con Hexano-EtOAc (9:1), obteniéndose 152 mg (44%) del bromoalquino 
3.5b como un aceite incoloro. 
RMN 1H (300 MHz) δ = 3.40 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.19 (2H, td, J = 7.0, 2.6 Hz), 
1.93 (1H, J = 3.6 Hz), 1.85 (2H, J = 7.3 Hz), 1.52 (2H, m), 1.48-1.24 (6H, m). 
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RMN 13C (75 MHz) δ = 84.5 (C), 68.1 (CH), 33.7, 32.6, 28.4, 28.2 (x 2), 27.9, 
18.3 (CH2).  
 
 
Síntesis del bromoalquino 3.5c  
 
El bromoaldehído 3.4c (165 mg, 0.67 mmol), se trató en las mismas 
condiciones de reacción empleadas en la homologación del bromoaldehído 
3.4b: reactivo de Ohira-Bestmann (156 mg, 0.81 mmol, 1.2 eq.); K2CO3  (187 
mg, 1.35 mmol, 2.0 eq.); MeOH anhidro (11 mL). La purificación sobre gel de 
sílice con Hexano-EtOAc (95:5), proporcionó 65 mg (40%) del bromoalquino 
3.5c como un aceite. 
RMN 1H (300 MHz) δ = 3.40 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.18 (2H, td, J = 7.0, 2.6 Hz), 
1.93 (1H, t, J = 3.6 Hz), 1.85 (2H, q, J = 7.3 Hz), 1.5-1.2 (14H, m). 
RMN 13C (75 MHz) δ = 84.6 (C), 68.0 (CH), 33.8, 32.7, 29.3 (x 2), 28.9, 28.6 (x 
2), 28.4, 28.1, 18.3 (CH2). 
 
 
Síntesis del bromoalquino 3.5d 
 
El bromoaldehído 3.4d (200 mg, 0.63 mmol), se trató en las mismas 
condiciones de reacción empleadas en la homologación del bromoaldehído 
3.4b: reactivo de Ohira-Bestmann (144 mg, 0.75 mmol, 1.2 eq.); K2CO3  (173 
mg, 1.25 mmol, 2.0 eq.); MeOH anhidro (10 mL). La purificación sobre gel de 
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sílice con Hexano-EtOAc (95:5), proporcionó 167 mg (85%) del bromoalquino 
3.5d como un aceite. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 3.38 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.15 (2H, td, J = 7.0, 2.6 Hz), 
1.91 (1H, t, J = 2.6 Hz), 1.82 (2H, q, J = 7.3 Hz), 1.5-1.2 (17H, m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 84.5 (C), 67.9 (CH), 33.7, 32.7, 29.5 (x 2), 29.4 (x 4), 
29.3, 29.0, 28.7, 28.6, 28.4, 28.1, 18.3 (CH2).  
 
 
Síntesis de la O-alquinilcombretastatina 3.1a 
 
Una disolución de combretastatina A-4 (200 mg, 0.63 mmol) y K2CO3 (175 
mg, 1.26 mmol, 2.0 eq.) en DMF (15 mL) se agitó a temperatura ambiente y 
bajo N2 durante 1 hora. Luego se añadió el 5-yodopent-ino (0.2 mL, 0.95 
mmol, 1.5 eq.) y la disolución resultante se agitó a temperatura ambiente y 
protegida de la luz durante 24 horas. A continuación, la mezcla de reacción se 
vertió sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con éter (3 
x 15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se secaron con Na2SO4 anhidro. 
Después de filtrar y eliminar el disolvente a presión reducida, el residuo 
obtenido se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (8:2), 
obteniéndose 202 mg (83%) del derivado de 3.1a en forma de aceite incoloro. 
IR νmáx 3280 (C≡C‒H) cm-1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 6.87 (1H, d, J = 8 Hz), 6.86 (1H, s), 6.78 (1H, d, J = 8 
Hz), 6.53 (2H, s), 6.50 (1H, d, J = 12 Hz), 6.45 (1H, d, J = 12 Hz), 3.93 (2H, t, J 
= 6.6 Hz), 3.84 (6H, s), 3.71 (6H, s), 2.36 (2H, td, J = 7, 2.6 Hz), 1.95 (3H, m). 
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RMN 13C (125 MHz) δ = 152.9 (x 2), 148.6, 147.9, 137.2, 132.9, 129.9, 
83.3(C), 129.7, 128.8, 122.2, 113.9, 111.5, 106.0 (x 2), 68.8 (CH), 67.2, 28.0, 
15.1 (CH2), 60.8, 55.9 (x 3) (CH3) (125 MHz). 
HR ESMS m/z 405.1677 (M+Na+). Calcd. para C23H26NaO5, 405.1678. 
 
 
Síntesis de la O-alquinilcombretastatina 3.1b 
 
 
El compuesto 3.1b se obtuvo en las misma condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: CA-4 (96.3 mg, 0.30 mmol); 3.5b (154 mg, 
0.76 mmol, 2.5 eq.); K2CO3 (85 mg, 0.61 mmol, 2.0 eq.); DMF (11 mL). La 
purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (9:1) proporcionó 83 mg 
(62%) del compuesto 3.1b en forma de aceite incoloro y como mezcla de 
isómeros Z:E 95:5. 
IR νmáx 3290 (C≡C‒H) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 6.85 (2H, m), 6.77 (1H, d, J = 8 Hz), 6.53 (2H, s), 6.50 
(1H, d, J = 12 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12 Hz), 3.84 (3H, s), 3.83 (3H, s), 3.80 (2H, 
t, J = 6.8 Hz), 3.70 (6H, s), 2.18 (2H, td, J = 6.8, 2.5 Hz), 1.94 (1H,t, J = 2.6 
Hz), 1.74 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.52 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.45-1.30 (6H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 152.9 (x 2), 148.7, 148.0, 137.2, 132.9, 129.9, 
84.6(C), 129.7, 128.8, 121.9, 113.5, 111.4, 106.0 (x 2), 68.1(CH), 68.8, 29.0, 
28.8, 28.6, 28.4, 25.8, 18.3 (CH2), 60.8, 56.0(x 3) (CH3). 
HR ESMS m/z 461.2303 (M+Na+). Calcd. para C27H34NaO5, 461.2304. 
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Síntesis de la O-alquinilcombretastatina 3.1c 
  
El compuesto 3.1c se obtuvo en las misma condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: CA-4 (33 mg, 0.10 mmol); 3.5c (64 mg, 0.26 
mmol, 2.5 eq.); K2CO3 (30 mg, 0.21 mmol, 2.0 eq.); DMF (3 mL). La 
purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (95:5) proporcionó 20 mg 
(40%) del derivado de CA-4 3.1c como único isómero y en forma de aceite 
incoloro. 
IR νmáx 3290 (C≡C‒H) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 6.84 (2H, m), 6.77 (1H, d, J = 8 Hz), 6.53 (2H, s), 6.50 
(1H, d, J = 12 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12 Hz), 3.84 (3H, s), 3.83 (3H, s), 3.80 (2H, 
t, J = 6.7 Hz), 3.70 (6H, s), 2.18 (2H, td, J = 7.1, 2.5 Hz), 1.94 (1H,t, J = 2.6 
Hz), 1.73 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.52 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.40-1.25 (12H, br 
m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 152.9 (x 2), 148.7, 148.0, 137.2, 132.9, 129.9, 
84.7(C), 129.7, 128.8, 121.8, 113.5, 111.4, 106.0 (x 2), 68.1 (CH), 68.8, 29.4, 
29.3, 29.2, 29.1, 29.0, 28.7, 28.5, 25.9, 18.3 (CH2), 60.8, 56.0(x 3) (CH3). 
HR ESMS m/z 503.2768 (M+Na+). Calcd. para C30H40NaO5, 503.2773. 
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Síntesis de la O-alquinilcombretastatina 3.1d 
 
El compuesto 3.1d se obtuvo en las misma condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: CA-4 (60 mg, 0.18 mmol); 3.5d (149 mg, 
0.47 mmol, 2.5 eq.); K2CO3 (53 mg, 0.37 mmol, 2.0 eq.); DMF (5 mL). La 
purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (95:5) proporcionó 91 mg 
(92%) del compuesto de 3.1d como una mezcla de isómeros Z:E 94:6 en 
forma de aceite incoloro. 
IR νmáx 3290 (C≡C‒H) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ = δ 6.85 (2H, m), 6.77 (1H, d, J = 8 Hz), 6.53 (2H, s), 
6.50 (1H, d, J = 12 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12 Hz), 3.85 (3H, s), 3.84 (3H, s), 3.80 
(2H, t, J = 6.7 Hz), 3.70 (6H, s), 2.18 (2H, td, J = 7.1, 2.6 Hz), 1.94 (1H,t, J = 
2.6 Hz), 1.73 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.53 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.40-1.25 (22H, 
br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 152.9 (x 2), 148.7, 148.1, 137.2, 132.9, 129.9, 
84.8(C), 129.7, 128.8, 121.8, 113.5, 111.4, 106.0 (x 2), 68.0(CH), 68.9, 29.7-
29.6 (x 6), 29.5, 29.4, 29.1, 28.7, 28.7, 28.5, 25.9, 18.4 (CH2), 60.9, 56.0, 
55.9(x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 551.3738 (M+H+). Calcd. para C35H51O5, 551.3737. 
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Síntesis del alcohol monoprotegido 3.7 
 
 
A una suspensión de NaH (380 mg, 9.35 mmol, 1.1 eq.) en DMF (20 mL), 
se le añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, 1,6-hexanodiol (1.0 g, 8.5 mmol) 
previamente disuelto en DMF (5mL). La mezcla resultante se agitó a 
temperatura ambiente durante 30 minutos y, a continuación, se añadió, muy 
lentamente y a 0ºC, TBAI (312 mg, 0.85 mmol, 0.1 eq.) y PMBCl (1.3 mL, 9.35 
mmol, 1.1 eq.) y después se agitó a 0ºC durante 2 horas. Luego se añadió 
agua fría a la reacción y la mezcla resultante se vertió sobre una disolución 
acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con AcOEt (3 x 25 mL). Los extractos 
orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se secaron con MgSO4 anhidro. 
Después de filtrar y evaporar el disolvente, el residuo se cromatografió sobre 
gel de sílice con Hexano-AcOEt (8:2), obteniéndose 1.19 g (59%) del alcohol 
monoprotegido 3.7 en forma de aceite incoloro. 
 
RMN 1H (500 MHz) δ  = 7.23-7.31 (d, J=8.2 Hz), 6.84-6.90 (d, J=8.3, 2H), 4.61 
(s, 1H), 4.42 (s, 1H), 3.79, (s, 3H), 3.62 (t, J=6.4 Hz, ,2H) 3.43 (t, J=6.5 Hz, 
2H), 1.1 (m, 4H), 0.8 (m, 4H). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 159.1, 130.7 (C), 129.2 (x2), 113.7 (x2), (CH), 72.5, 
70, 62.7, 32.7, 29.7, 26, 25.5 (CH2), 55.2 (CH3). 
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Síntesis del aldehído 3.8 
 
Una disolución de DMSO (0.085mL, 1 mmol) en CH2Cl2 (4 mL) se enfrío a -
78ºC bajo atmósfera de N2. Luego se añadió dicloruro de oxalilo (0.19 mL, 
2.52 mmol) y se agitó a -78ºC durante 10 minutos. A continuación se añadió 
lentamente el alcohol 3.7 (0.2 g, 0.84 mmol) disuelto en CH2Cl2 (3.5 mL) y la 
mezcla resultante se agitó a -78ºC durante 20 minutos. Después se añadió 
Et3N (0.2 mL, 1.7 mmol) y la mezcla se agitó durante 10 minutos a -78ºC. A 
continuación se dejó calentar hasta temperatura ambiente durante 3 horas. 
Acabado este tiempo, se añadió H2O (3 mL) y HCl 1N (1.5 mL) y la mezcla 
resultante se extrajo con CH2Cl2 (3 x 20 mL). Los extractos orgánicos reunidos 
se secaron sobre Na2SO4. La filtración, seguida de eliminación del disolvente a 
presión reducida, proporcionó el aldehído crudo 3.8, que se utilizó 
directamente en la siguiente reacción. 
 
 
Síntesis del alcohol homoalílico 3.9 
PMBO
3.9
OH
 
A una disolución de (-)-Ipc2BCl (9.3 g, 28.3 mmol, 1.5 eq.) en dietil éter 
(113 mL) se le añadió, a -78ºC y bajo atmósfera de N2, bromuro de 
allilmagnesio 1M en dietiléter (24 mL, 24 mmol, 1.25 eq.). La mezcla de 
reacción se agitó a -78ºC durante 5 minutos y luego durante 1 hora a 
temperatura ambiente. A continuación, las sales de magnesio se eliminaron 
mediante filtración en atmosfera inerte y la disolución resultante se enfrió a -
78ºC y se le añadió el aldehído 3.8 (3.9 g, 16.5 mmol) disuelto en dietil éter 
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(20 mL). La reacción se agitó durante 1 hora a -78ºC y luego se añadió 
secuencialmente tampón fosfato pH = 7 (100 mL), MeOH (100 mL) y H2O2 (50 
mL). La mezcla resultante se agitó durante 1 hora a temperatura ambiente y. a 
continuación, se extrajo con dietil éter (3 x 25 mL). Las fases orgánicas 
reunidas se lavaron con salmuera y se secaron con MgSO4. Después se filtrar 
y eliminar el disolvente a presión reducida, el residuo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose 3.5 g 
(76%) del alcohol homoalilico 3.9 como aceite incoloro (92% e.e.). 
[α]D +3.9 (c 1.15, CHCl3). 
IR νmax 3430 (br, OH) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.26 (2H, br d, J~ 8 Hz), 6.88 (2H, d, J~ 8 Hz), 5.83 
(1H, m), 5.15-5.05 (2H, m), 4.44 (2H, s), 3.80 (3H, s), 3.63 (1H, m), 3.45 (2H, 
m), 2.30 (1H, m), 2.15 (1H, m), 1.70-1.60 (3H, br m), 1.50-1.30 (6H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 158.7, 130.7(C),134.8, 129.2 (x 2), 113.7 (x 2), 70.6 
(CH), 118.0, 72.5, 70.0, 41.9, 36.8, 29.7, 26.2, 25.5 (CH2), 55.2 (CH3). 
HR ESMS m/z 301.1777 (M+Na)+. Calcd. para C17H26NaO3, 301.1780. 
 
 
Síntesis del acrilato 3.10 
 
A una disolución del alcohol homoalílico 3.10 (1.15 g, 4.15 mmol) en 
CH2Cl2 (125 mL) se le añadió secuencialmente, a -78ºC y bajo atmósfera de 
N2, DIPEA (2.17 mL, 12.46 mmol, 3 eq.) y cloruro de acriloilo (0.67 mL, 8.3 
mmol, 2 eq.). La mezcla de reacción se agitó durante 30 minutos a -78ºC . 
Luego se vertió sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo 
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con CH2Cl2 (3 x 25 mL). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con 
salmuera y se secaron con MgSO4 anhidro. Después de filtrar y evaporar el 
disolvente bajo presión reducida, el residuo se cromatografió sobre gel de 
sílice con Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose 1.29 g (94%) del acrilato 3.10 en 
forma de aceite incoloro.  
[α]D +12.5 (c, 0.22, CHCl3). 
IR νmax 1718 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.25 (2H, br d, J~ 8 Hz), 6.87 (2H, d, J~ 8 Hz), 6.38 
(1H, dd, J = 17.5, 1.5 Hz), 6.10 (1H, dd, J = 17.5, 10 Hz), 5.80-5.70 (2H, m), 
5.10-4.95 (3H, m), 4.41 (2H, s), 3.79 (3H, s), 3.42 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.40-2.30 
(2H, m), 1.65-1.50 (4H, br m), 1.40-1.25 (4H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 165.8, 159.0, 130.7(C),133.6, 130.3, 129.2 (x 2), 
113.7 (x 2), 73.4 (CH), 128.8, 117.6, 72.5, 69.9, 38.5, 33.5, 29.5, 26.0, 25.1 
(CH2), 55.2 (CH3). 
HR ESMS m/z 355.1880 (M+Na)+. Calcd. para C20H28NaO4, 355.1885. 
 
 
Síntesis de la dihidropiranona 3.11 
 
 
A una disolución del acrilato 3.10 (0.75 g, 2.26 mmol) en CH2Cl2 (300 mL) 
se le añadió, a 55º C y bajo atmósfera de nitrógeno, el catalizador de Grubbs 
de 1ª generación (0.19 g, 0.23 mmol, 0.1 eq.). La mezcla se calentó a reflujo 
de diclorometano durante 2 h. Luego se añadió DMSO (0.8 mL, 11.3 mmol, 50 
eq. respecto del catalizador) y se dejó agitando a temperatura ambiente 24 
horas. La mezcla de reacción se vertió sobre salmuera y se extrajo con CH2Cl2 
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(3 x 15 mL). Los extractos orgánicos se secaron sobre Na2SO4. Después de 
filtrar y eliminar el disolvente bajo presión reducida, el residuo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose 0.57 
g (81%) de la dihidropiranona 3.11 en forma de aceite incoloro. 
[α]D −50 (c 1.1, CHCl3). 
IR νmax 1719 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ =  7.25 (2H, br d, J~ 8 Hz), 6.87 (3H, m), 6.00 (1H, brd, 
J~9.8 Hz), 4.41 (2H, s), 4.40 (1H, m), 3.80 (3H, s), 3.44 (2H, t, J = 6.5 Hz), 
2.35-2.25 (2H, m), 1.80 (1H, m), 1.70-1.35 (7H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ =  164.5, 159.1, 130.7(C),145.0, 129.2 (x 2), 121.4, 
113.7 (x 2), 77.8 (CH), 72.5, 69.8, 34.8, 29.6, 29.3, 26.0, 24.6(CH2), 55.2 
(CH3). 
HR ESMS m/z 327.1576 (M+Na)+. Calcd. para C18H24NaO4, 327.1572. 
 
 
Síntesis de la hidroxidihidropiranona 3.12 
 
A una disolución de la dihidropiranona 3.11 (75 mg, 0.25 mmol) en 
CH2Cl2/H2O 20:1 (4 mL), se le añadió, a temperatura ambiente y bajo 
atmósfera de N2, DDQ (112 mg, 0.5 mmol, 2 eq.). La mezcla se agitó a 
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se vertió sobre una 
disolución acuosa saturada de Na2CO3 y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). 
Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se secaron con 
MgSO4 anhidro. Después de filtrar y evaporar el disolvente, el residuo se 
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cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (2:8) obteniéndose 31 mg 
(69%) del compuesto 3.12 en forma de aceite incoloro. 
[α]D −87 (c 0.89 CHCl3). 
IR νmax 1712 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz): δ = 6.88 (1H, m), 6.02 (1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 4.43 (1H, m), 
3.65 (2H, t, J = 6.6 Hz), 2.40-2.30 (2H, m), 1.68 (1H, m), 1.70-1.35 (8H, br m). 
RMN 13C (125 MHz): δ = 164.6 (C),145.0, 121.4,77.8 (CH), 62.7, 34.8, 
32.5,29.4, 25.5, 24.6 (CH2). 
HR ESMS m/z 185.1176 (M+H)+. Calcd. para C10H17O3, 185.1178. 
 
 
Síntesis de la tosiloxidihidropiranona 3.13 
 
 
A una disolución de la hidroxidihidropiranona 3.12 (20 mg, 1.57 mmol) en 
CH2Cl2 (24 mL) se le añadió secuencialmente, a temperatura ambiente y bajo 
atmósfera de nitrógeno, Et3N (1.1 mL, 7.88 mmol, 5 eq.), DMAP (una punta de 
espátula) y TsCl (0.9 g, 4.73 mmol, 3 eq.). La disolución resultante se agitó 
durante 4 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se vertió sobre una 
disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Los 
extractos orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se secaron con 
MgSO4 anhidro. Después de filtrar y evaporar el disolvente bajo presión 
reducida, el residuo se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt 
(95:5), obteniéndose 0.440 g (83%) del tosilato 3.13.  
[α]D +48 (c 1.2, CHCl3). 
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IR νmax 1718 (C=O), 1355, 1175 (SO2) cm−1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.78 (2H, br d, J ~ 8 Hz), 7.36 (2H, br d, J ~ 8 Hz), 6.88 
(1H, dt, J = 9.8, 4 Hz), 5.98 (1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 4.38 (1H, m),4.02 (2H, t, J = 
6.4 Hz), 2.45 (3H, s), 2.30 (2H, m), 1.75 (1H, m), 1.70-1.60 (3H, br m), 1.50 
(1H, m), 1.40-1.30 (3H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.3, 144.7, 133.0 (C), 145.0, 129.8 (x 2), 127.8 (x 
2), 121.3, 77.6 (CH), 70.3, 34.5, 29.3, 28.6, 25.1, 24.1 (CH2), 21.5 (CH3). 
HR ESMS m/z 361.1083 (M+Na+). Calcd. forC17H22NaO5S, 361.1086. 
 
 
Síntesis de la azidoalquildihidropiranona 3.14 
 
A una disolución del tosilato 3.13 (520 mg, 1.55 mmol) en DMF (31 mL) se 
le añadió NaN3 (300 mg, 4.65 mmol, 3 eq.) y la mezcla se agitó a temperatura 
ambiente durante 3 horas. Seguidamente, la mezcla de reacción se vertió 
sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 
15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se 
secaron con MgSO4 anhidro. Después de filtrar y evaporar el disolvente bajo 
presión reducida, el residuo se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-
AcOEt (9:1), obteniéndose 280mg (86%) de la azidoalquildihidropiranona 3.14. 
[α]D +158 (c,1.15 CHCl3). 
IR νmax 2096 (N3), 1720 (C=O) cm−1. 
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RMN 1H (500 MHz) δ = 6.87 (1H, ddd, J= 9.8, 5, 4 Hz), 6.00 (1H, dt, J= 9.8, 1.5 
Hz), 4.40 (1H, m), 3.25 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.30 (2H, m), 1.80 (2H, m), 1.70-
1.40 (6H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.3 (C), 145.0, 121.1, 77.6 (CH), 51.1, 34.5, 29.2, 
28.5, 26.3, 24.2 (CH2). 
HR ESMS m/z 232.1058 (M+Na)+. Calcd. para C10H15N3O2, 232.1062. 
 
 
Síntesis del alcohol homoalílico ent-3.9 
 
A una disolución de (+)-Ipc2BCl (4.1 g, 12.5 mmol, 1.5 eq) en dietil éter (50 
mL) se le añadió, a -78ºC y bajo atmósfera de N2, bromuro de allilmagnesio 
1M en dietiléter (10.4 mL, 10.4 mmol, 1.25 eq.) La mezcla de reacción se agitó 
a -78ºC durante 5 minutos y luego durante 1 hora a temperatura ambiente. A 
continuación, las sales de magnesio se eliminaron mediante filtración en 
atmosfera inerte y la disolución resultante se enfrió a -78ºC y se le añadió el 
aldehído 3.8 (1.96 g, 8.3 mmol) disuelto en dietil éter (15 mL). La reacción se 
agitó durante 1 hora a -78ºC y luego se añadió secuencialmente tampón 
fosfato pH = 7 (60 mL), MeOH (60 mL) y H2O2 (30 mL). La mezcla resultante 
se agitó durante 1 hora a temperatura ambiente y. a continuación, se extrajo 
con  dietil éter (3 x 25 mL). Las fases orgánicas reunidas se lavaron con 
salmuera y se secaron con MgSO4. Después se filtrar y eliminar el disolvente a 
presión reducida, el residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con 
Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose 3.1 g (89%) del alcohol homoalílico ent-3.9 
como aceite incoloro (90% e.e.). 
[α]D 
 
−2.8 (c 1.65, CHCl3). 
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Los datos espectroscópicos son idénticos a los del compuesto 3.9. 
 
 
Síntesis del acrilato ent-3.10 
 
El acrilato ent-3.10 se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.10: ent-3.9 (3.43 g, 12.3 mmol); cloruro de 
acriloílo (2.02 mL, 24.7 mmol, 2 eq.); DIPEA (6.5 mL, 37.05 mmol, 3 eq.); 
CH2Cl2 (250 mL). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (9:1) 
proporcionó 2.27 g del acrilato ent-3.10 (55%). 
[α]D −7.3 (c 0.2, CHCl3). 
Los datos espectroscópicos son idénticos a los del compuesto 3.10. 
 
 
Síntesis de la dihidropiranona ent-3.11 
 
 
La dihidropiranona ent-3.11 se obtuvo en las mismas condiciones de 
reacción empleadas en la síntesis de 3.11: ent-3.10 (1.89 g, 5.68 mmol); 
catalizador de Grubbs-I (0.14 g, 0.17 mmol, 0.05 eq.); CH2Cl2 (700 mL). La 
purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (7:3) proporcionó 1.4 g 
(80%) de la dihidropiranona ent-3.11. 
[α]D +22 (c 0.15, CHCl3). 
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Los datos espectroscópicos son idénticos a los del compuesto 3.11. 
 
 
Síntesis de la hidroxidihidropiranona ent-3.12 
 
La hidroxidihidropiranona ent-3.12 se obtuvo en las mismas condiciones 
de reacción empleadas en la síntesis de 3.12: ent-3.21 (1.77 g, 5.81 mmol); 
DDQ (2.51 g, 11.62 mmol, 2 eq.); CH2Cl2:H2O (20:1) (93 mL). La purificación 
sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (6:4) proporcionó 714 mg (67%) del 
compuesto ent-3.12. 
[α]D +84 (c 1.31, CHCl3). 
Los datos espectroscópicos son idénticos a los del compuesto 3.12. 
 
 
Síntesis de la tosiloxidihidropiranona ent-3.13 
 
La tosiloxidihidropiranona ent-3.13 se obtuvo en las mismas condiciones 
de reacción empleadas en la síntesis de 3.13: hidroxidihidropiranona ent-3.12 
(0.33 g, 1.79 mmol); TsCl (1 g, 5.4 mmol, 3 eq.); Et3N (1.3 mL, 8.9 mmol, 5 
eq.) DMAP (una punta de espátula); CH2Cl2 (26 mL). La purificación sobre gel 
de sílice con Hexano-EtOAc (95:5) proporcionó 0.55 g (91%) del tosilato ent-
3.13. 
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[α]D −45.4 (c 1.2, CHCl3). 
Los datos espectroscópicos son idénticos a los del enantiómero 3.13. 
 
 
Síntesis de la azidoalquildihidropiranona ent-3.14 
 
 
La azidoalquildihidropiranona ent-3.14 se obtuvo en las mismas 
condiciones de reacción empleadas en la síntesis de 3.14: tosilato ent-3.13 
0.27 g, 0.81 mmol; NaN3 0.16 g, 2.42 mmol, 3 eq.; DMF 16 mL. La purificación 
sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (9:1) proporcionó 145 mg (86%) de la 
azidolactona ent-3.25.  
[α]D −135.6 (c 1.6, CHCl3). 
Los datos espectroscópicos son idénticos a los del enantiómero 3.14. 
 
 
Síntesis del compuesto 3.1a  
 
 
 
A una disolución de la O-alquinilcombretastatina 3.6a (0.063 g, 0.16 mmol, 
1.2 eq.) en THF (3.5 mL) se le adicionó, bajo atmósfera de N2 y a temperatura 
ambiente, la azidoalquildihidropiranona 3.14 (0.03 g, 0.14 mmol) disuelta en 
metanol (3.5 mL). A continuación se añadió secuencialmente Cu (28 mg, 0.44 
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mmol, 12 eq.) y CuSO4⋅5H2O (1 mg, 0.004 mmol, 0.1 eq.) y la mezcla 
resultante se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. Luego, la mezcla 
de reacción se filtró y se lavó a fondo con AcOEt. El líquido filtrado se vertió 
sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con AcOEt (15 
mL x 3). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se 
secaron sobre MgSO4. Después de eliminar el disolvente a presión reducida, 
el residuo se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (2:8) 
proporcionando 30 mg (36%) del compuesto 3.1a.  
[α]D +54 (c 0.8, CHCl3). 
IR νmax 1718 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz): δ  = 7.31 (1H, s), 6.85-6.75 (3H, m), 6.73 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.48 (2H, s), 6.45 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.40 (1H, d, J = 12.2 Hz), 5.96 (1H, 
br d, J ~ 9.8 Hz), 4.36 (1H, m), 4.30 (2H, t, J = 7 Hz), 3.85 (2H, t, J = 6.7 Hz), 
3.81 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.66 (6H, s), 2.84 (2H, t, J = 7.3 Hz), 2.28 (2H, 
m),2.10 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.88 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.74 (1H, m), 1.60-
1.50 (2H, br m), 1.45-1.20 (3H, br m). 
RMN 13C (125 MHz): δ = 164.2, 152.8 (x 2), 148.6, 147.7, 146.9, 137.0, 132.8, 
129.8 (C), 144.9, 129.5, 128.7, 122.0, 121.1, 120.9, 113.8, 111.4, 106.0 (x 2), 
77.5 (CH), 67.8, 49.8, 34.4, 29.9, 29.2, 28.5,26.0, 24.1, 22.0 (CH2), 60.7, 55.9, 
55.8 (x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 592.3018 (M+H)+. Calcd. para C33H42O7N3, 592.3023. 
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Síntesis del compuesto 3.1b 
 
 
 
El compuesto 3.1b se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6b (63 mg, 0.14 mmol, 1.1 eq.); 3.14 (27 
mg, 0.13 mmol); Cu (100 mg, 1.56 mmol, 12 eq); CuSO4 ⋅5H2O (3 mg, 0.013 
mmol, 0.1 eq). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (2:8) 
proporcionó 26 mg (31%) del compuesto 3.1b. 
IR νmax 1718 (C=O) cm−1 
[α]D +27.7 (c 0.36, CHCl3). 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.26 (1H, br s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.77 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.52 (2H, s), 6.50 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.43 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.01 (1H, 
br d, J ~ 9.8 Hz), 4.40 (1H, m), 4.35 (2H, m), 3.83 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.80 
(2H, t, J = 6.8 Hz), 3.70 (6H, s), 2.70 (2H, m), 2.30 (2H, m), 1.92 (2H, m), 1.80-
1.55 (7H, br m), 1.45-1.20 (9H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.33, 153.54, 152.94, 149.45, 148.69, 137.14, 
132.97, 129.90, 148.06 (C), 144.90, 129.78, 128.75, 121.88, 121.44, 120.43, 
113.55, 111.37, 106.01 (x 2), 77.60 (CH), 68.82, 34.59, 29.49 (x 6), 25.91 (x 
4), 24.25 (CH2), 55.95, 60.86, 56.15, 56.01 (CH3). 
HR ESMS m/z 648.3645 (M+H)+. Calcd. para C37H50O7N3, 648.3649. 
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Síntesis del compuesto 3.1c 
 
 
El compuesto 3.1c se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6c (18 mg, 0.037 mmol, 1.1 eq.); 3.14 (7 
mg, 0.034 mmol); Cu (26 mg, 0.41 mmol, 12 eq.); CuSO4 ⋅5H2O (1 mg, 0.0034 
mmol, 0.1 eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (1:1) 
proporcionó 12 mg (51%) de 3.1c. 
[α]D +14.1 (c 0.67, CHCl3). 
IR νmax 1717 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ  = 7.26 (1H, s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.77 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.53 (2H, s), 6.50 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.02 (1H, 
br d, J ~ 9.8 Hz), 4.40 (1H, m), 4.32 (2H, t, J = 7 Hz), 3.85 (3H, s), 3.83 (3H, s), 
3.80 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.70 (6H, s), 2.70 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.32 (2H, m), 
1.92 (2H, quint, J ~ 7 Hz), 1.80-1.55 (10H, br m), 1.50-1.20 (12H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.3,152.9 (x 2), 148.7, 148.6, 148.1, 137.2, 133.0, 
129.9(C), 144.9, 129.8, 128.7, 121.9, 121.5, 120.4, 113.6, 111.4, 106.0 (x 2), 
77.6(CH), 68.9, 49.9, 34.6, 30.1, 29.5-29.3 (x 7), 29.1, 26.2, 25.9, 25.7, 
24.2(CH2), 60.8, 56.0, 55.9(x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 690.4114 (M+H)+. Calcd. para C40H56N3O7, 690.4118. 
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Síntesis del compuesto 3.1d 
 
 
 El compuesto 3.1d se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6d (30 mg, 0.055 mmol, 1.1 eq); 3.14 (10 
mg, 0.05 mmol); Cu (38 mg mg, 0.6 mmol, 12 eq.), CuSO4 ⋅5H2O (1.5 mg, 
0.005 mmol, 0.1eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt 
(1:1) proporcionó 20 mg (52%) del compuesto 3.1d. 
[α]D +12.2 (c 0.87, CHCl3). 
IR νmax  1717 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz): δ = 7.25 (1H, s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.77 (1H, d, J = 8 Hz), 
6.53 (2H, s), 6.50 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.02 (1H, br 
d, J ~ 9.8 Hz), 4.40 (1H, m), 4.32 (2H, t, J = 7 Hz), 3.85 (3H, s), 3.83 (3H, s), 
3.80 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.70 (6H, s), 2.70 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.32 (2H, m), 
1.92 (2H quint, J ~ 7 Hz), 1.80-1.55 (10H, br m), 1.50-1.20 (22H, br m). 
RMN 13C (125 MHz): δ = 164.3, 152.9 (x 2), 148.7, 148.6, 148.1, 137.2, 133.0, 
129.9(C), 144.9, 129.8, 128.7, 121.9, 121.5, 120.4, 113.6, 111.4, 106.0 (x 2), 
77.6 (CH), 68.9, 49.9, 34.6, 30.1, 29.6-29.4 (x 11), 29.3, 29.1, 26.2, 25.9, 25.7, 
24.2(CH2), 60.8, 56.0, 55.9(x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 760.4904 (M+H)+. Calcd. para C45H66N3O7, 760.4901.  
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Síntesis de compuesto ent-3.1a  
 
 
 
El compuesto ent-3.1a se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6a (42 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq.); ent-3.14 
(21 mg, 0.1 mmol); Cu (76 mg, 1.2 mmol, 12 eq.), CuSO4 ⋅5H2O (2.5 mg, 0.01 
mmol, 0.1eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (2:8) 
proporcionó 17 mg (30%) de ent-3.1a. 
[α]D −48 (c 1.13, CHCl3).  
Los otros datos espectroscópicos son idénticos a los de su enantiómero 3.1a. 
 
 
Síntesis de compuesto ent-3.1b  
 
 
 
El compuesto ent-3.1b se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6b (22 mg, 0.05 mmol, 1.1 eq); ent-3.14 
(10 mg, 0.047 mmol); Cu (35 mg, 0.6 mmol, 12 eq.), CuSO4 ·5H2O (1.5 mg, 
0.005 mmol, 0.1 eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc 
(2:8) proporcionó 17 mg (56%) de ent-3.1b.  
[α]D −26.6 (c 0.3, CHCl3).  
Los otros datos espectroscópicos son idénticos a los de su enantiómero 3.1b. 
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Síntesis del compuesto ent-3.1c  
 
 
 
El compuesto ent-3.1c se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6c (41 mg, 0.085 mmol); ent-3.14 (18 mg, 
0.085 mmol), Cu (64 mg, 1.02 mmol, 12 eq.), CuSO4 ⋅5·H2O (2 mg, 0.0085 
mmol, 0.1 eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc (1:1) 
proporcionó 35 mg (60%) de ent-3.1c  
[α]D −17.3 (c 0.6, CHCl3).  
Los otros datos espectroscópicos son idénticos a los de su enantiómero 3.1c. 
 
 
Síntesis del compuesto ent-3.1d 
 
 
 
 
El compuesto ent-3.1d se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6d (31 mg, 0.055 mmol, 1.1 eq); ent-3.14 
(10.5 mg, 0.05 mmol); Cu (38 mg, 0.6 mmol, 12 eq.), CuSO4 ⋅5H2O (1.2 mg, 
0.005 mmol, 0.1 eq.). La purificación sobre gel de sílice con Hexano-EtOAc 
(1:1) proporcionó 16 mg (42%) de ent-3.1d  
[α]D −9 (c 1.1, CHCl3).  
Los otros datos espectroscópicos son idénticos a los de su enantiómero 3.32d. 
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Sintesis de 3.16 
 
Una suspensión de NaH 60% en aceite mineral, 2.5 g, 61.6 mmol, 1.1 eq.) 
se lavó con hexano y, a continuación, se disolvió en DMF (172 mL). Luego se 
añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, propano-1,3-diol (4 mL, 56 mmol, 1eq.). 
La reacción se agitó durante 1 hora a 0ºC y luego se añadió TBAI (1.8 g, 5.6 
mmol, 0.1 eq.) y PMBCl (8.3mL, 61.6mmol, 1.1 eq.). La mezcla de reacción se 
agitó a temperatura ambiente durante 3 h. Posteriormente se le añadió agua 
fría y la mezcla resultante se vertió sobre una disolución acusoa saturada de 
NH4Cl y se extrajo con AcOEt (3x 15 mL). Las fases orgánicas reunidas se 
lavaron con salmuera y secaron con sulfato de magnesio. Después de filtrar y 
evaporar el disolvente bajo presión reducida, el crudo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose 5.3 g 
de bis-(4-metoxibencilpropano) (30%) y 7.2 g del compuesto 3.16 (66%). 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.65 (2H, d, J=9.8 Hz), 7.28 (2H, d, J=10 Hz), 4.85 
(2H, s), 4.2 (3H, s), 4.15 (2H, t, J=5.67 Hz), 4.02 (2H, t, J=5.27), 2.82 (1H, br, 
s), 2.22–2.27 (2H, m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 159.2, 130.2 (C), 129.2 (x 2), 113.8 (x 2) (CH), 72.8, 
68.7, 61.5, 55.2, 32.2. 
 
 
Síntesis del aldehído  
 
 
El aldehído 3.17 se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.19: dicloruro de oxalilo (2.6 mL, 30.4 mmol, 1.2 
eq.); DMSO (5.4 mL, 76 mmol, 3 eq. en 30 mL de CH2Cl2); 3.16 (5.0 g, 25.3 
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mmol disuelto en 100 mL de CH2Cl2); Et3N (18mL, 126 mmol, 5 eq.). La 
eliminación del disolvente de extracción a presión reducida proporcionó el 
aldehído 3.17 crudo que se utilizó directamente en la reacción de alilación.  
 
 
Síntesis del alcohol homoalílico 3.18  
 
3.18
PMBO OH
 
 
El alcohol homoalílico 3.18 se obtuvo en las mismas condiciones de 
reacción empleadas en la síntesis de 3.9: (-)-Ipc2Cl (12 g, 38 mmol, 1.5 eq.); 
bromouro de alilmagnesio 1M en dietiléter (32 mL, 32 mmol, 1.25 eq.); (6.5 g, 
25,6 mmol). Después de eliminar el disolvente a presión reducida el crudo de 
reacción se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3), 
obteniéndose 4.4 g (90%) del alcohol 3.3 (88% e.e.) en forma de aceite 
incoloro. 
[α]D ‒3.6 (c 1.6, CHCl3). 
IR νmax 3460 (br, OH) cm-1 
RMN 1H (500 MHz) δ 7.27 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.89 (2H, d, J = 8.3 Hz), 5.83 
(1H, ddt, J = 17, 10.3, 7.3 Hz), 5.15-5.05 (2H, m), 4.47 (2H, s), 3.85 (1H, m), 
3.81 (3H, s), 3.68 (1H, m), 3.61 (1H, m), 2.90 (1H, br s, OH), 2.24 (2H, t, J = 
6.6 Hz),1.80-1.70 (2H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ 159.2, 130.1(C),134.8, 129.2 (x 2), 113.8 (x 2), 70.3 
(CH), 117.4, 72.8, 68.5, 41.9, 35.8 (CH2), 55.2 (CH3) 
HR ESMS m/z 259.1313 (M+Na)+. Calcd. para C14H20NaO3, 259.1310. 
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Síntesis del metil éter 3.19 
 
 
 
Una suspensión de NaH 60% en aceite (2.6 g, 68 mmol, 3 eq.) se lavó con 
hexano. Luego se añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, THF anhidro (180 
mL) y luego el alcohol 3.18 (5.35 g, 23 mmol) disuelto en 50 mL THF anhidro 
(50 mL). La mezcla resultante se agitó a 0ºC durante 1 hora y, a continuación, 
se adicionó yoduro de metilo (7.2 mL, 115 mmol, 5 eq.) y se agitó a 
temperatura ambiente bajo atmósfera de N2 durante 18 horas. Acabado este 
tiempo, se añadió una disolución acuosa saturada de NH4Cl y la mezcla se 
extrajo con dietil éter (3x 15 mL). Las fases orgánicas se lavaron con NaSO3 
5H2O y salmuera. Después de secar sobre Na2SO4, filtrar y eliminar el 
disolvente bajo presión reducida, el residuo resultante se cromatografió sobre 
gel de sílice con Hexano-AcOEt (9:1), obteniéndose 5.1 g (88%) de 3.19 como 
aceite incoloro. 
[α]D +20.4 (c 1.4, CHCl3). 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.30 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.92 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
5.86 (1H, ddt, J = 17, 10.3, 7.2 Hz), 5.15-5.10 (2H, m), 4.48 (2H, s), 3.83 (3H, 
s), 3.65-3.55 (2H, m), 3.45 (1H, m), 3.38 (3H, s), 2.30 (2H, t, J = 6.6 Hz), 1.85-
1.75 (2H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 159.1, 130.6(C),134.5, 129.1 (x 2), 113.6 (x 2), 77.4 
(CH), 116.9, 72.5, 66.5, 37.8, 33.8 (CH2), 56.6, 55.1 (CH3). 
HR ESMS m/z 273.1459 (M+Na)+. Calcd. para C15H22NaO3, 273.1467. 
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Síntesis del aldehído 3.20  
3.20
PMBO OMe O
H
 
a) A una disolución del 3.19 (4 g, 16 mmol) en 120 mL de una mezcla 
THF:t-BuOH:H2O (32:80:8) se le adicionó, bajo atmósfera de N2, NMO (2.2 g, 
18.4 mmol, 1.15 eq.) y OsO4 (2.45 mL, 0.386, 0.02 eq.). La mezcla de reacción 
se agitó a temperatura ambiente durante 18 horas. Luego se añadió una 
disolución acuosa saturada de Na2SO3 (20 mL) y se agitó durante 0.5 horas. 
La mezcla de reacción se vertió AcOEt, se decantó y el extracto orgánico se 
lavó con salmuera y secó sobre MgSO4 anhidro. Después de filtrar y eliminar 
el disolvente bajo presión reducida, el residuo se cromatografió sobre gel de 
sílice con CH2Cl2-MeOH (98:2), proporcionando 4.2 g (92%) del 
correspondiente diol 3.5 como aceite incoloro. 
IR νmax 3420 (br, OH) cm-1 
HR ESMS m/z 307.1524 (M+Na)+. Calcd. para C145H24NaO5, 307.1521.  
b) El diol obtenido en la reacción anterior (8 g, 20 mmol) se disolvió en 
CH2Cl2 (260 mL) y luego se añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, Pb(OAc)4 
(13.8 g, 31.2 mmol, 1.1 eq.). La mezcla resultante se agitó vigorosamente 
durante 2 horas y después se añadió K2CO3 (28 g, 200 mmol, 10 eq.) La 
mezcla se filtró a vacío sobre celite y el filtro se lavó a fondo con AcOEt. El 
filtrado se concentró bajo presión reducida lo que proporcionó el aldehído 
3.20. Una pequeña cantidad del aldehído crudo se purificó mediante 
cromatografía sobre gel de sílice con Hexano-.AcOEt (1:1). 
[α]D +4.56 (c 1.35, CHCl3). 
IR νmax  (1724 C=O, 2730 C−H) cm-1  
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RMN 1H (500 MHz) δ = 9.75 (s, 1H), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.86 (d, J = 8.2 
Hz, 2H), 4.40 (s, 2H), 3.92 – 3.83 (m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.57 – 3.44 (m, 2H), 
3.32 (s, 3H), 2.62 – 2.51 (m, 2H), 1.95 – 1.70 (m, 2H). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 201.15, 159.10, 130.25 (C), 129.13 (x 2), 113.68 (x 2), 
73.73 (CH), 72.55, 65.86, 48.07, 34.01 (CH2), 56.87 , 55.12 (CH3). 
HR ESMS m/z 275.1262 (M+Na)+. Calcd. para C14H20NaO3, 275.1259.  
 
 
Síntesis del alcohol homoalílico 3.21 
 
 
 
El alcohol homoalílico 3.21 se obtuvo en las mismas condiciones de 
reacción empleadas en la síntesis de 3.9: (+)-Ipc2BCl (11.84 g, 37 mmol, 1.5 
eq. en 150 mL de éter etílico); bromuro de alilmagnesio 1M en dietil éter (31 
mL, 31 mmol, 1.25 eq.); Aldheído 3.20 (7.3 g, 25 mmol) La reacción 
proporcionó una mezcla de diastereoisómeros en relación 86:14 (6 g, 90%) de 
la que se obtuvo puro el diastereoisómero mayoritario mediante cromatografía 
de columna sobre gel de sílice con Hexano:AcOEt (8:2). 
[α]D ‒2.2 (c 1.3, CHCl3). 
IR νmax 3450 (br, OH) cm-1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.28 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.90 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
5.84 (1H, ddt, J = 17, 10.3, 7.2 Hz), 5.15-5.10 (2H, m), 4.45 (2H, s),3.94 (1H, 
m), 3.81 (3H, s), 3.67 (1H, brq, J ~ 6.5, 4 Hz), 3.60-3.50 (2H, m), 3.38 (3H, s), 
3.00 (1H, br s, OH), 2.30-2.20 (2H, m), 1.95 (1H,dq, J = 14, 6.3 Hz), 1.80 (1H, 
m), 1.71 (1H, ddd, J = 14, 9.5, 4 Hz), 1.60 (1H, ddd, J = 14, 7, 3 Hz). 
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RMN 13C (125 MHz) δ = 159.1, 130.4(C),134.8, 129.1 (x 2), 113.7 (x 2), 76.6, 
67.9 (CH), 117.4, 72.6, 66.4, 42.2,39.2, 33.5 (CH2), 57.0, 55.1 (CH3). 
HR ESMS m/z 317.1723 (M+Na)+. Calcd. para C17H26NaO4, 317.1729. 
 
 
Síntesis del silil éter 3.22 
3.22
PMBO OMe O
TBS
 
 
A una disolución del alcohol 3.21 (8.3 g, 28.2 mmol) en CH2Cl2 (280 mL) se 
le añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de nitrógeno, 2,6-lutidina (5 mL, 42.3 mmol, 
1.5 eq.) y seguidamente TBSOTf (7.8 mL, 33.8mmol, 1.2 eq.). La mezcla de 
reacción se agitó a 0ºC durante 2 horas. Luego se vertió sobre una disolución 
acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Los extractos 
orgánicos reunidos se secaron sobre Na2SO4, Después de filtrar y evaporar el 
disolvente bajo presión reducida, el residuo obtenido se cromatografió sobre 
gel de sílice con Hexano:AcOEt (9:1) proporcionando 9.2 g (80%) del 
compuesto 3.22 en forma de aceite incoloro. 
[α]D ‒25.6 (c 1.5, CHCl3) 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.28 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.90 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
5.84 (1H, ddt, J = 17, 10.3, 7.2 Hz), 5.10-5.15 (2H, m), 4.45 (2H, s), 3.95 (1H, 
m), 3.82 (3H, s), 3.60-3.50 (3H, m), 3.36 (3H, s), 2.30-2.20 (2H, m), 1.86 
(1H,dq,J = 14, 6.3 Hz), 1.77 (1H, m), 1.64 (1H, ddd, J = 14, 8.8, 3.5 Hz), 1.52 
(1H, ddd, J = 14, 8.8, 3.5 Hz), 0.92 (9H, s), 0.10 (3H, s), 0.09 (3H, s).  
RMN 13C (125 MHz) δ = 159.1, 130.6, 18.1(C),134.8, 129.2 (x 2), 113.7 (x 2), 
74.9, 68.5 (CH), 117.0, 72.7, 66.5, 42.6,42.0, 33.6 (CH2), 56.0, 55.2, 25.9 (x 3), 
‒4.1, ‒4.7 (CH3). 
HR ESMS m/z 431.2591 (M+Na)+. Calcd. para C23H40NaO4Si, 431.2594. 
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Síntesis del aldehído 3.23 
 
 
a) La dihidroxilación del compuesto 3.22 se llevó a cabo en las misma 
condiciones experimentales empleadas en la dihidoxilación de 3.19: 3.22 (5.9 
g, 14.5 mmol); 110 mL de THF:t-BuOH:H2O (30:73:7); NMO (2.1 g, 18.mmol, 
1.2 eq.); OsO4 (1.8 mL, 0.283 mmol, 0.02 eq.). La purificación sobre gel de 
sílice con CH2Cl2:MeOH (98:2) proporcionó 5.8 g (90%)  del correspondiente 
diol 3.9. 
b) La ruptura oxidante del diol se llevó a cabo en las mismas condiones 
experimentales empleadas en la síntesis del aldehído 3.20: diol (3 g, 6.9 
mmol); Pb(OAc)4 (3.4 g, 7.6 mmol, 1.1 eq.); CH2Cl2 (260 mL); K2CO3 (9.6 g, 69 
mmol, 10 eq.). El aldehído crudo 3.23 se empleó directamente en la siguiente 
reacción de alilación. 
[α]D −2.86 (c 2, CHCl3). 
IR νmax  (1725 C=O, 2727 C−H) cm-1  
HR ESMS m/z 433.2384 (M+Na)+. Calcd. para C22H38NaO5Si, 433.2386. 
 
 
Síntesis del alcohol homoalílico 3.24 
 
 
El alcohol homoalílico 3.24 se obtuvo en las mismas condiciones de 
reacción empleadas en la síntesis de 3.9: (-)-Ipc2Cl (3.3 g, 10.4 mmol, 1.5 eq. 
en 150 mL de dietil éter); bromuro de alilmagnesio 1M en dietiléter (8.6 mL, 8.6 
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mmol, 1.25 eq); 3.23 (2.8 g, 6.9 mmol en dietiléter 7mL). La reacción 
proporcionó una mezcla de diastereoisómeros en relación 76:24 (2.2 g, 70%) 
de la que se obtuvo puro el diastereoisómero mayoritario mediante 
cromatografía de columna sobre gel de sílice con Hexano:AcOEt (7:3). 
[α]D ‒25.7 (c 2.5, CHCl3). 
IR νmax 3460 (br, OH) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.26 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.88 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
5.84 (1H, ddt, J = 17, 10.3, 7.2 Hz), 5.15-5.05 (2H, m), 4.43 (2H, s), 4.17 (1H, 
m), 4.03 (1H, m), 3.80 (3H, s), 3.55-3.45 (3H, m), 3.42 (1H, m), 3.30 (3H, s), 
2.30-2.15 (2H, br m), 1.86 (1H, dq, J = 14, 6.5 Hz), 1.80-1.65 (4H, br m), 1.57 
(1H, ddd, J = 14, 4, 2.5 Hz), 0.90 (9H, s), 0.11 (3H, s), 0.09 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 159.1, 130.4, 17.8(C),134.8, 129.1 (x 2), 113.7 (x 2), 
75.0, 69.0,67.8 (CH), 117.1, 72.7, 66.3, 42.3,41.8, 41.1, 33.4 (CH2), 55.9, 55.1, 
25.8 (x 3), ‒4.5, ‒4.9(CH3). 
HR ESMS m/z 475.2851 (M+Na)+. Calcd. para C25H44NaO5Si, 475.2856. 
 
 
Síntesis del acrilato 3.25 
 
Una mezcla del alcohol homoalilico 3.24 (3 g, 6.6 mmol) en CH2Cl2 (180 
mL) se enfrió a −78ºC. A esta temperatura y bajo atmosfera de nitrógeno se 
añadió DIPEA (3.44 mL, 19.8 mmol, 3 eq.) y cloruro de acriloílo (1.07 mL, 13.2 
mmol, 2 eq.). La mezcla se agitó durante 2 h y posteriormente se vertió sobre 
NH4Cl y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Se lavó con salmuera y se secó 
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con MgSO4 anhidro. El disolvente se evaporó a vacío y el crudo de la reacción 
se purificó mediante cromatografía sobre gel de sílice mezcla eluyente de 
Hexano-AcOEt (8:2). Se obtuvieron 3.3 g del compuesto 3.25 (98%) en forma 
de aceite incoloro. 
[α]D +16.9 (c 1.75, CHCl3). 
IR νmax 1723 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.24 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.85 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
6.34 (1H, dd, J = 17.5, 1.5 Hz), 6.07 (1H, dd, J = 17.5, 10.5 Hz), 5.80-5.70 (2H, 
m), 5.10-5.05 (3H, m), 4.41 (2H, br s), 3.85 (1H, m), 3.80 (3H, s), 3.55-3.40 
(3H, br m), 3.30 (3H, s), 2.40-2.30 (2H, br m), 1.85-1.65 (5H, br m), 1.57 (1H, 
ddd, J = 14, 6.5, 4.5 Hz), 0.87 (9H, s), 0.04 (3H, s), 0.03 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 165.6, 159.1, 130.6, 18.0(C),133.3, 130.3, 129.2 (x 2), 
113.7 (x 2), 75.2, 71.1, 66.8 (CH), 128.9, 117.1, 72.7, 66.5,43.0,41.8, 39.0, 
33.9 (CH2), 56.1, 55.2, 25.9 (x 3), ‒4.3, ‒4.4(CH3).  
HR ESMS m/z 529.2963 (M+Na)+. Calcd. para C28H46NaO6Si,529.2961. 
 
 
Síntesis de la dihidropiranona 3.26 
 
 
 
A una disolución del acrilato 3.25 (1.1 g, 2.2 mmol) en CH2Cl2 (300 mL) se 
le añadió, bajo una atmósfera de N2, el catalizador de Grubbs de 1ª 
generación (0.272 g, 0.33 mmol, 0.15 eq.) disuelto CH2Cl2 (10 mL). La mezcla 
resultante se calentó a reflujo durante 1 hora hasta la completa consumición 
de la diolefina. Luego se añadieron 50 eq. de DMSO y se agitó la mezcla 
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durante toda la noche. La mezcla se vertió sobre una disolución acuosa 
saturada de NH4Cl y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 15 mL). Los extractos 
orgánicos reunidos se secaron sobre Na2SO4 y después de filtrar y eliminar el 
disolvente bajo presión reducida, el residuo resultante se cromatografió sobre 
gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3) lo que proporcionó 0.87 g (83%) de la 
dihidropiranona 3.26 como aceite incoloro. 
[α]D −14 (c 1, CHCl3). 
IR νmax 1728 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.25 (2H, br d, J = 8.3 Hz), 6.88 (3H, m), 6.00 (1H, br 
d, J~9.8 Hz), 4.58 (1H, m), 4.42 (2H, s), 4.09 (1H, m), 3.78 (3H, s), 3.55-3.45 
(2H, m), 3.40 (1H, m),3.30 (3H, s), 2.30 (2H, m), 2.00 (1H, ddd, J = 14, 9.3, 3.5 
Hz), 1.85-1.60 (5H, brm), 0.88 (9H, s), 0.07 (3H, s), 0.06 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.1, 159.1, 130.5, 18.0 (C), 145.1, 129.2 (x 2), 
121.4, 113.7 (x 2), 75.2, 74.4, 65.9 (CH), 72.6, 66.3, 43.3,43.2, 33.9, 
29.9(CH2), 56.1, 55.2, 25.9 (x 3), ‒4.4, ‒4.5 (CH3). 
HR ESMS m/z 501.2653 (M+Na)+. Calcd. para C26H42NaO6Si,501.2648. 
 
 
Síntesis del alcohol 3.27 
 
 
A una disolución de la dihidropiranona 3.26 (2.6 g, 5.4 mmol) en 
CH2Cl2/H2O (20:1) se le añadió, bajo atmósfera de N2, DDQ (1.4 g, 6 mmol, 
1.1 eq.) y la mezcla resultante se agitó durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Luego, la mezcla de reacción se vertió sobre una disolución acuosa 
saturada de NaHCO3 y se extrajo con CH2Cl2.  Los extractos orgánicos 
reunidos se secaron sobre Na2SO4 y después de filtrar y eliminar el disolvente 
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bajo presión reducida, el residuo resultante se cromatografió sobre gel de 
sílice con Hexano-AcOEt (1:1) lo que proporcionó 1.6 g (84%) del alcohol 3.27 
como aceite incoloro.  
[α]D ‒2.2(c 1, CHCl3). 
IR νmax 1720 (C=O) cm-1. 
RMN 1H (500 MHz) δ = 6.89 (1H, dt, J = 9.5, 4.5 Hz), 6.01 (1H, dt, J=9.5, 1.8 
Hz), 4.59 (1H, m), 4.08 (1H, m), 3.80-3.70 (2H, m), 3.47 (1H, m), 3.34 (3H, s), 
2.40 (1H, br s, OH), 2.33 (2H, m), 1.98 (1H, ddd, J = 14, 9.6, 3.3 Hz), 1.90-1.75 
(2H, br m), 1.70-1.60 (3H, br m), 0.88 (9H, s), 0.09 (3H, s), 0.07 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.1, 18.0 (C), 145.2, 121.4, 77.2, 74.4, 65.7 (CH), 
60.1, 43.0, 42.6, 35.7, 29.9 (CH2), 56.2, 25.8 (x 3), ‒4.4, ‒4.6 (CH3). 
HR ESMS m/z 381.2064 (M+Na)+. Calcd. para C18H34NaO5Si, 381.2073. 
 
 
Síntesis del tosilato 3.28 
 
 
A una disolución del alcohol 3.27 (0.3 g, 0.84 mmol) en CH2Cl2  (10mL) se 
le añadió, bajo atmósfera de N2, cloruro de tosilo (0.84 g, 2.5 mmol, 3 eq.) 
Et3N (0.6 mL, 4.2 mmol, 5 eq.) y DMAP (una punta de espátula) y la disolución 
resultante se agitó durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, la mezcla 
de reacción se vertió sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se 
extrajo con dietil éter (3 x 15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron 
con salmuera y se secaron sobre MgSO4. Después de filtrar y eliminar el 
disolvente bajo presión reducida, el residuo resultante se cromatografió sobre 
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gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3) obteniéndose 0.34 g (78%) del tosilato 
3.28 en forma de aceite incoloro. 
[α]D − 3.1 (c 0.87, CHCl3). 
IR νmax  1721 (C=O), 1360, 1176 (SO2) cm-1  
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.76 (2H, br d, J ~ 8 Hz), 7.33 (2H, br d, J ~ 8 Hz), 6.86 
(1H, dt, J = 9.8, 4 Hz), 5.98 (1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 4.54 (1H, m), 4.14 (1H, m), 
4.04 (2H, m), 3.35 (1H, br quint, J ~ 6 Hz), 3.20 (3H, s), 2.42 (3H, s), 2.30 (2H, 
m), 1.95-1.80 (2H, brm), 1.75-1.55 (3H, br m), 1.50 (1H, dt, J = 14, 5.5 Hz), 
0.82 (9H, s), 0.02 (6H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.0, 144.7, 133.0, 17.9 (C), 145.2, 129.8 (x 2), 
127.8 (x 2), 121.3, 74.3, 73.9, 65.5(CH), 66.9, 43.0, 42.7, 33.2, 29.9(CH2), 
56.2, 25.8 (x 3), 21.5, ‒4.5, ‒4.7(CH3). 
HR ESMS m/z 513.2339 (M+Na)+. Calcd. para C25H41O7SSi, 513.2342. 
 
Síntesis del azidocompuesto 3.29 
N3 OMe O O
3.29
TBS
O
 
 
A una disolución del tosilato 3.28 (0.34 g, 0.66 mmol) en DMF (13 mL) se le 
añadió, bajo atmósfera de N2 y a temperatura ambiente, azida sódica (0.13 g, 
2 mmol, 3 eq.). La mezcla resultante se agitó a temperatura ambiente durante 
3 horas. Luego la mezcla de reacción se vertió sobre una disolución acuosa 
saturada de NH4Cl y se extrajo con dietiléter (3 x 15 mL). Los extractos 
orgánicos reunidos se lavaron con salmuera y se secaron sobre MgSO4. 
Después de filtrar y eliminar el disolvente bajo presión reducida, el residuo 
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resultante se cromatografió con Hexano:AcOEt (1:1) obteniéndose 133 mg 
(53%) de la azida 3.29 como aceite incoloro. 
[α]D − 55.9 (c 1.1, CHCl3). 
IR νmax 2097 (N3), 1720, 1683 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 6.88 (1H, dt, J = 9.8, 4 Hz), 6.00(1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 
4.58 (1H, m), 4.09 (1H, m), 3.40-3.30 (3H, br m), 3.31 (3H, s), 2.32 (2H, m), 
1.97 (1H, ddd, J = 14, 9.3, 3.5 Hz), 1.80-1.55 (5H, br m), 0.84 (9H, s), 0.07 
(3H, s), 0.05 (3H, s). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.1, 17.9 (C), 145.1, 121.5, 74.9, 74.4, 65.7(CH), 
47.6, 43.2, 42.8, 32.9, 29.9 (CH2), 56.2, 25.8 (x 3), ‒4.4, ‒4.5(CH3). 
HR ESMS m/z 406.2133 (M+Na)+. Calcd. para C18H33NaN3O4Si, 406.21338. 
 
 
Síntesis del azidoalcohol 3.30  
N3 OMe OH O
3.30
O
 
 
A una disolución de la azida 3.29 (133 mg, 0.33 mmol) en CH3CN (6 mL) 
se le añadió, bajo N2 y a temperatura ambiente, HF 48% en agua (0.12 mL, 
3.3 mmol, 10 eq) y la disolución resultante se agitó a temperatura ambiente 
durante 4 h. Luego se añadió una punta de espátula de NaHCO3 sólido y se 
agitó durante 10 minutos. A continuación, la mezcla de reacción se filtró y el 
filtro se lavó a fondo con AcOEt. El filtrado se concentró bajo presión reducida 
y el residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con Hexano:AcOEt 
(1:1), obteniéndose 88 mg (100%) del azidoalcohol 3.30 como aceite incoloro. 
[α]D − 81.5 (c 1.25, CHCl3). 
IR νmax 3350 (br, OH), 2097 (N3), 1682 (C=O) cm−1 
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RMN 1H (500 MHz) δ = 6.90 (1H, ddd, J = 9.8, 5, 3.4 Hz), 6.03(1H, ddd, J= 9.8, 
2.5, 1.5 Hz), 4.75 (1H, m), 4.29 (1H, tt, J = 9.8, 2.5 Hz), 3.63 (1H, m), 3.45-
3.35 (2H, br m), 3.41 (3H, s), 2.40-2.30 (2H, m), 2.00-1.55 (7H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.3(C), 145.2, 121.4, 76.6, 74.8, 64.5(CH), 47.9, 
43.0, 39.5, 32.5, 30.0(CH2), 57.2 (CH3). 
HR ESMS m/z 292.1274 (M+Na)+. Calcd. para C12H19NaN3O4, 292.1273. 
 
 
Síntesis del compuesto 3.31a  
 
 
El compuesto 3.31a se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6a (25 mg, 0.064 mmol, 2 eq.); 3.30 (9 mg, 
0.032 mmol); Cu (24 mg, 0.38 mmol, 12 eq); CuSO4 ⋅5H2O (1 mg, 0.0032 
mmol, 0.1 eq). La purificación sobre gel de sílice con AcOEt:MeOH (99:1) 
proporcionó 6 mg (30%) del híbrido 3.31a como aceite incoloro. 
[α]D −12.03 (c ,0.34 CHCl3). 
IR νmax 3400 (br, OH), 1721 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ  = 7.33 (1H, s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.78 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.52 (2H, s), 6.49 (1H, d, J = 12 Hz), 6.45 (1H, d, J = 12 Hz), 6.03 (1H, br 
dt, J ~ 9.8, 1.5 Hz), 4.73 (1H, m), 4.50-4.40 (2H, m), 4.26 (1H, m), 3.86 (2H, 
overlapped), 3.85 (3H, s), 3.84 (3H, s), 3.70 (6H, s), 3.48 (1H, m), 3.38 (3H, s), 
2.87 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.36 (2H, m), 2.30-2.10 (2H, br m), 1.90-1.55 (7H, br 
m). 
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RMN 13C (125 MHz) δ = 164.2,152.9 (x 2), 148.6, 147.9, 147.4, 137.2, 133.0, 
129.9(C), 145.2, 129.7, 128.8, 122.2, 121.4, 121.2, 113.8, 111.5, 106.0 (x 2), 
76.4, 74.8, 64.5(CH), 68.0, 46.8, 42.9, 39.2, 34.0, 30.0, 29.7, 22.2(CH2), 60.9, 
57.1, 56.0, 55.9 (x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 652.3230 (M+H)+. Calcd. para C35H46N3O9, 652.3234. 
 
 
Síntesis del compuesto 3.31b  
 
 
 
El compuesto 3.31b se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6b (26 mg, 0.06 mmol, 2 eq.); 3.30 (8 mg, 
0.03 mmol); Cu (23 mg, 0.36 mmol, 12 eq); CuSO4 ⋅5H2O (1 mg, 0.003 mmol, 
0.1 eq). La purificación sobre gel de sílice con AcOEt:MeOH (99:1) 
proporcionó 10 mg (47%) del híbrido 3.31b como aceite incoloro. 
[α]D −14.6 (c ,0.3 CHCl3). 
IR νmax 1714 (C=O) cm−1 
RMN 1H (500 MHz) δ  = 7.31 (1H, s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.77 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.52 (2H, s), 6.50 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.02 (1H, 
br dt, J ~ 9.8, 1.5 Hz), 4.73(1H, m), 4.50-4.40 (2H, m), 4.26 (1H, m), 3.85 (3H, 
s), 3.84 (3H, s), 3.80 (2H, t, J = 6.7 Hz), 3.70 (6H, s), 3.48 (1H, m), 3.38 (3H, 
s), 2.72 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.36 (2H, m), 2.30-2.10 (2H, br m), 1.90-1.65 (6H, 
br m), 1.55 (1H, m), 1.45-1.20 (8H, br m). 
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RMN 13C (125 MHz) δ = 164.2,152.9 (x 2), 148.6, 148.4br, 148.1, 137.2, 133.0, 
129.9(C), 145.2, 129.8, 128.8, 121.9, 121.4, 121.0br, 113.6, 111.4, 106.0 (x 2), 
76.4, 74.8, 64.5 (CH), 68.8, 46.8, 42.9, 39.2, 34.0, 30.0, 29.3, 29.2, 29.1, 29.0, 
25.8, 25.5(CH2), 60.9, 57.1, 56.0, 55.9 (x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 708.3868 (M+H)+. Calcd. para C39H54N3O9, 708.3860. 
 
 
Síntesis de compuesto 3.31c  
 
 
El compuesto 3.31c se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6c (21 mg, 0.044 mmol, 1.1 eq.); 3.30 (11 
mg, 0.04 mmol); Cu (31 mg, 0.48 mmol, 12 eq); CuSO4 ⋅5H2O (1 mg, 0.004 
mmol, 0.1 eq). La purificación sobre gel de sílice con AcOEt:MeOH (99:1) 
proporcionó 15 mg (50%) del híbrido 3.31c como aceite incoloro. 
 [α]D −32.8 (c 0.1, CHCl3). 
IR νmax  3360 (br, OH), 1718 (C=O), cm-1 
RMN 1H (500 MHz) δ = 7.30 (1H, s), 6.90 (1H, ddd, J = 9.8, 5.5, 3.5 Hz), 6.85 
(2H, m), 6.78 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.53 (2H, s), 6.51 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.45 
(1H, d, J = 12.2 Hz), 6.03 (1H, br dt, J ~ 9.8, 1.5 Hz), 4.73 (1H, m), 4.50-
4.40(2H, m), 4.28 (1H, m), 3.85 (3H, s), 3.84 (3H, s), 3.82 (2H, t, J = 6.7 Hz), 
3.71 (6H, s), 3.48 (1H, m), 3.38 (3H, s), 3.20 (1H, br s, OH), 2.72 (2H, t, J = 7.5 
Hz), 2.36 (2H, m), 2.30-2.10 (2H, br m), 1.90-1.65 (8H, br m), 1.45-1.20 (12H, 
br m). 
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RMN 13C (125 MHz) δ = 164.35, 153.33, 152.87, 149.31, 148.69, 148.55, 
147.96, 137.58, 133.33, 132.95, 129.79 (C), 128.68, 121.78, 121.32, 113.32, 
111.64, 105.86, 76.41, 74.69, 69.02 (CH), 68.76, 42.86, 39.01, 33.88, 31.89, 
29.94, 29.67, 29.34, 25.97, 22.67 (x 8) (CH2), 60.85, 57.08, 56.08, 55.89 (x 2).  
HR ESMS m/z 750.4330 (M+H)+. Calcd. para C42H60N3O9, 750.4330. 
 
 
Síntesis de compuesto 3.31d 
 
 
El compuesto 3.31d se obtuvo en las mismas condiciones de reacción 
empleadas en la síntesis de 3.1a: 3.6d (24 mg, 0.044 mmol, 1.1 eq.); 3.30 (11 
mg, 0.04 mmol); Cu (31 mg, 0.48 mmol, 12 eq); CuSO4 ⋅5H2O (1 mg, 0.004 
mmol, 0.1 eq). La purificación sobre gel de sílice con AcOEt:MeOH (99:1) 
proporcionó 15 mg (45%) del híbrido 3.31d como aceite incoloro. 
[α]D −17.3 (c 0.65, CHCl3). 
RMN 1H (500 MHz) δ  = 7.28 (1H, s), 6.90-6.80 (3H, m), 6.77 (1H, d, J = 8.3 
Hz), 6.52 (2H, s), 6.49 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.44 (1H, d, J = 12.2 Hz), 6.02 (1H, 
br d, J ~ 9.8 Hz), 4.73 (1H, m), 4.45-4.35 (2H, m), 4.25 (1H, br t, J ~ 9 Hz), 
3.83 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.80 (2H, t, J = 6.8 Hz), 3.70 (6H, s), 3.47 (1H, m), 
3.37 (3H, s), 3.20 (1H, br s, OH), 2.70 (2H, t, J = 7.3 Hz), 2.36 (2H, m), 2.23 
(1H, m), 2.13 (1H, m), 1.80-1.50 (10H, br m), 1.40-1.20 (20H, br m). 
RMN 13C (125 MHz) δ = 164.2, 152.9 (x 2), 148.7, 148.6, 148.1, 137.3, 133.0, 
129.9 (C), 145.2, 129.8, 128.8, 121.9, 121.4, 120.8, 113.6, 111.4, 106.0 (x 2), 
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76.4, 74.8, 64.5 (CH), 68.9, 46.6, 42.9, 39.2, 34.0, 30.0, 29.7-29.3 (x 11), 29.1, 
25.9, 25.7 (CH2), 60.9, 57.1, 56.0, 55.9 (x 2) (CH3). 
IR νmax  3430 (br, OH), 1718 (C=O), cm-1. 
HR ESMS m/z 820.5109 (M+H+). Calcd. para C47H70N3O9, 820.5112. 
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4 SÍNTESIS DE HÍBRIDOS DE COLCHICINA/ 
ANÁLOGOS DE PIRONETINA 
En este capítulo de la Tesis se explicarán las síntesis de los híbridos de 
colchicina/análogos de pironetina cuyas estructuras generales se indican en la 
Figura 4.1. 
 
Figura 4.1. Estructura general de híbridos de colchicina/análogos de pironetina. 
El análisis retrosintético para esta familia de híbridos se indica en el 
Esquema 4.1 y se inicia con la escisión del enlace éster que conecta la parte 
de análogo de pironetina con el resto del híbrido. Esta operación proporciona 
el derivado de colchicina 4-I y el análogo de pironetina 4-II. La escisión del 
enlace amida en el compuesto 4-I genera la N-desacetilcolchicina 4-III y el 
ácido 4-IV. La N-desacetilcolchinina 4-III se obtendrá a partir de la colchicina 
4-V.  
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Esquema 4.1. Análisis retrosintético de los híbridos COL/AP. 
 
4.1 SÍNTESIS DE N-DESACETILCOLCHICINA 
Para la síntesis de los híbridos COL/AP era necesario llevar a cabo en 
primer lugar la desacetilación de la colchicina. Este proceso se llevó a cabo 
siguiendo un procedimiento descrito en la bibliografía299 que se inició con la 
Boc-protección de la colchicina mediante reacción con (Boc)2O en THF en 
presencia de Et3N y DMAP.300 Esta reacción proporcionó el compuesto 4.1 
que se convirtió en el compuesto 4.2 mediante metanolisis básica. El 
                                               
299
 Johansson, E.; Dubois, J.; Darbre, T.; Reymond, J. L. Biorg. Med. Chem. 2010, 18, 6589-
6597. 
300
 Bagnato, J. D.; Eilers, A. L.; Horton, R. A.; Grissom, C. B. J. Org. Chem. 2004, 69, 8987-
8996. 
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tratamiento de 4.2 con ácido trifluoroacético condujo a la N-desacetilcolchicina, 
que se obtuvo en forma de la sal de trifluoroacetato 4.3. 
 
Esquema 4.2 
Reactivos y condiciones: (a) Boc2O, Et3N, DMAP, THF, 45ºC, 24 h, 99%. (b) NaOMe 
2 M, MeOH, 2 h temp. amb. (c) TFA 98% 5 min, temp. amb. (rendimiento global de 
tres pasos 98%). 
4.2 SÍNTESIS DE LOS MONOÉSTERES 4-IV 
De acuerdo con el análisis retrosintético, la síntesis de los híbridos COL/AP 
exigía la preparación previa de una serie de monoésteres de estructura 
general 4-IV. Como equivalente sintético del monoéster con m=3 se empleó el 
anhidrido glutárico, comercialmente accesible. El resto de monoésteres se 
sintetizaron a partir de los correspondientes diácidos mediante la secuencia de 
reacciones indicada en el esquema 4.3.  
 
Esquema 4.3 
Reactivos y condiciones: (a) H2SO4 98%, MeOH, 18 h, reflujo (100%). (b) KOH, en 
MeOH, para 4.6b: CH3CN/Et2O (1.2:1), 48 h, 14%; para 4.6c: CH3CN/Et2O (1.5:1), 24 
h, 50%; para 4.6d CH3CN/Et2O (1.8:1), 32 h, 33%. 
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En primer lugar los diácidos 4.4b-4.4d se convirtieron en los diésteres 
4.5b-4.5d mediante esterificación de Fischer con metanol en presencia de 
ácido sulfúrico. A continuación, los diésteres se sometieron a saponificación 
controlada mediante reacción con KOH metanólico a 0ºC en mezclas variables 
CH3CN/Et2O, en las que se aumentaba la proporción del acetonitrilo en 
función de la lipofilia del diéster. En las reacciones de saponificación se 
recuperó parte del diéster de partida y, junto con el producto de 
monosaponificación, se obtuvo también el diácido resultante de la doble 
saponificación. 
4.3 SÍNTESIS DE LAS N-CARBOXIALQUILCOLCHICINAS 4-I 
Las estructuras de las N-carboxialquilcolchicinas 4-I que se sintetizaron en 
esta Tesis se indican en la Figura 4.2.  
 
Figura 4.2. Estructuras de las N-carboxialquilcolchicinas 4-I sintetizadas en esta 
Tesis. 
 
El compuesto 4.7a se obtuvo por reacción del trifluoroacetato de N-
desacetilcolchicina 4.3 con anhidrido glutárico en DMSO en presencia de NMO 
(véase el Esquema 4.4). 
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Esquema 4.4 
Reactivos y condiciones: NMO, DMSO, 45 min, temp. amb. 84%. 
 
Las N-carboxialquilcolchicinas 4.7b-4.7d se obtuvieron mediante la 
secuencia de reacciones indicada en el Esquema 4.5. Así, el trifluoroacetato 
de N-desacetilcolchicina 4.3, disuelto en diclorometano se trató con los 
monoésteres 4.6b-4.6d en presencia de DCC y DMAP, lo que permitió la 
obtención de los amidoésteres 4.8b-4.8c con buenos rendimientos. La 
saponificación de estos compuestos con LiOH en metanol acuoso condujo a 
las N-carboxialquilcolchicinas 4.7b-4.7d. 
 
Esquema 4.5 
Reactivos y condiciones: (a) CH2Cl2 4.3 y luego monoácidos 4.6b-d seguido de 
DCC, DMAP, 3 h. temp. amb.: 4.7b (73%); 4.7c (82%); 4.7d (76%). (b) LiOH, 
MeOH:H2O (80:20), 45 min: 4.8b (64%): 4.8c (73%); 4.8d (66%). 
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4.4  CONEXIÓN DE FRAGMENTOS Y SÍNTESIS DE HÍBRIDOS 
COL/ESTER/5-PDHP 
La primera familia de híbridos de colchicina que se sintetizó en esta Tesis 
se ha denominado COL/ESTER/5-PDHP y se consiguió mediante 
esterificación de Yamaguchi301 de las N-carboxialquilcolchicinas 4.7a-4.7d con 
la (R)-hidroxipentildihidropiranona 3.12, tal y como se indica en el Esquema 
4.6. 
 
Esquema 4.6 
Reactivos y condiciones: (a) Cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo, Et3N, CH2Cl2, 5 h 
temp. amb., después, DMAP y 3.12 en CH2Cl2, 1 h, temp. amb.: 4.9a (33%); 4.9b 
(50%); 4.9c (45%); 4.9d (57%). 
La segunda familia de híbridos COL/ESTER/5-PDHP se obtuvo por 
esterificación de Yamaguchi de las N-carboxialquilcolchicinas 4.7a-4.7d con la 
(S)-hidroxipentildihidropiranona ent-3.12, tal y como se indica en el Esquema 
4.7. 
 
                                               
301
 Inanaga, J.; Hirata, K.; Saeki, H.; Katsuki, T.; M. Yamaguchi, M. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1979, 
52, 1989-1993. Para una modificación del método de esterificación de Yamaguchi véase: 
Dhimitruka, I.; Santa Lucia, J. Org. Lett. 2006, 8, 47-50. 
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Esquema 4.7 
Reactivos y condiciones: (a) Cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo, Et3N, CH2Cl2, 5 h 
temp. amb., después, DMAP y ent-3.12 en CH2Cl2, 1 h, temp. amb.: 4.10a (44%); 
4.10b (67%); 4.10c (83%); 4.10d (54%). 
La tercera familia de híbridos se ha denominado COL/ESTER/AP3E y se 
obtuvo mediante la secuencia de reacciones indicada en el Esquema 4.8. En 
primer lugar se procedió a la esterificación de Yamaguchi de las N-
carboxialquilcolchicinas 4.7a-4.7d con la hidroxidihidropiranona 3.27. Los 
ésteres correspondientes, compuestos 4.11a-4.11d, se convirtieron en los 
híbridos 4.12a-4.12d mediante desililación con HF acuoso en acetonitrilo. 
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Esquema 4.8 
Reactivos y condiciones: (a) Cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo, Et3N, 5 h, temp. amb., 
luego alcohol 3.27 en CH2Cl2, DMAP, 1 h, temp. amb.: 4.11a (25%); 4.11b (43%); 
4.11c (55%); 4.11d (26%). (b) HF 48% CH3CN, 3 h, temp. amb.: 4.12a (57%); 4.12b 
(67%); 4.12c (84%); 4.12d (63%).  
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4.5  PARTE EXPERIMENTAL 
4.5.1 TÉCNICAS GENERALES 
Véase sección 3.3.1 
4.5.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 
Síntesis del compuesto 4.1 
 
 
 
A una disolución de colchicina (1.77 g, 4.4 mmol, 1.25 eq.) en THF (22 mL) 
se le añadió secuencialmente, bajo atmosfera de N2 y a temperatura 
ambiente, Boc2O (4.8 g, 22 mmol, 6.25 eq.), Et3N (0.6 mL, 4 mmol, 1.12 eq.) y 
DMAP (0.75 g, 3.52 mmol). La mezcla resultante se calentó a 45 ºC durante 
24 horas. Transcurrido este tiempo se eliminó el disolvente bajo presión 
reducida y el crudo resultante se cromatografió con CH2Cl2-MeOH (9:1), 
obteniéndose 2.18 g (99%) del compuesto 4.1 como un aceite amarillento. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 7.58 (1H, s), 7.66 (1H, d, J=10.6 Hz), 6.65 (1H, 
d, J=10.7 Hz) 6.42 (1H, s), 5.10 (1H, m), 3.9 (3H, s), 3.88 (3H, s), 3.84 (3H, s), 
3. (3H, s), 2.4 (1H, m), 2.5 (1H, m), 2.6 (1H, m), 2.2 (3H, s), 1.51 (9H, s). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 179.2, 163.8, 153.3, 153.2, 151.1, 148.7, 
141.5, 134.3, 133.8, 132.8, 132.7, 84.5 (C), 135.7, 126.7, 111.5, 107.0, (CH) 
32.3, 30.0 (CH2), 61.3, 61.2, 56.1, 55.8, 27.9, 27.8, 27.7, 27.6 (CH3). 
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Síntesis del compuesto 4.2 
 
A una disolución del compuesto 4.1 (2.1 g, 4.13 mmol) en MeOH (3 mL) se 
le añadió, bajo atmosfera de N2, una disolución de NaOCH3 2M en MeOH (0.5 
mL) y la mezcla resultante se agitó a temperatura ambiente durante 2 horas. 
Luego se vertió la mezcla de reacción sobre salmuera y se extrajo con AcOEt 
(3 x 15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se secaron sobre MgSO4. 
Después de filtrar y eliminar el disolvente bajo presión reducida, se obtuvo el 
compuesto 4.2 (1.87 g) como un aceite amarillento que se empleó sin 
purificación adicional en la siguiente reacción.  
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 7.42 (s, 1H), 7.18 (d, J=10.74 Hz, 1H), 6.79 (d, 
J=10.74 Hz, 1H), 6.51 (s, 1H), 4.98 (m, 1H), 5.1 (d, J= 6.1,1H), 4.38 (s, 1H), 
3.97 (s, 3H), 3.91 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 2.5 (m, 1H), 2.3 (m, 1H), 
2.2 (m, 1H) 1.65 (m, 1H), 1.4 (m, 9H). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 179.4, 163.8, 154.2, 153.3, 151.1, 149.6, 
135.9, 134.8, 134.2, 131.1, 81.8 (C), 135.9, 125.6, 111.9, 107.2 (CH), 37.5, 
29.9 (CH2), 61.3, 61.1, 52.9, 56.1, 28.2, 28.1, 27.9 (CH3). 
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Síntesis del trifluoroacetato de N-desacetilcolchicina 4.3  
 
A una mezcla del crudo de la reacción anterior 4.2 (1.87 g, 4.1 mmol) se le 
añadió, bajo atmósfera de N2 y a temperatura ambiente, TFA 98% (3.2 mL, 41 
mmol, 10 eq.). La mezcla de reacción se agitó durante 5 minutos y luego el 
TFA se eliminó bajo presión reducida. El residuo resultante se cromatografíó 
con CH2Cl2-MeOH (9:1) lo que proporcionó 2 g del compuesto 4.3 en forma de 
aceite. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 7.69 (s, 1H), 7.37 (d, J=11.3 Hz, 1H), 6.96 (d, 
J=11.3 Hz, 1H), 6.54 (s, 1H), 4.04 (m, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 3.69 (s, 
6H), 2.80-2.60 (m, 1H), 2.69-2.47 (m, 2H), 2.46-2.11 (m, 1H). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 178.3, 164.2, 154.5 (x 2), 150.6, 148.4, 141.4, 
138.4, 123.6 (C), 138.8, 133.6, 116.0, 107.7 (CH), 35.9, 29.3 (CH2), 61.0, 60.9, 
56.5, 55.9, 54.5 (CH3). 
 
 
Síntesis del diéster 4.5b 
 
A una disolución del diácido 4.4b (1 g, 5.7 mmol) en MeOH (6 mL) se le 
añadió ácido sulfúrico del 98% (0.13 mL, 2.28 mmol, 0.4 eq.). La disolución se 
calentó a reflujo durante 18 horas y luego se vertió sobre agua fría y se extrajo 
con Et2O (3 x 15 mL). Las fases orgánicas reunidas se lavaron con salmuera y 
se secaron con MgSO4. Después de filtrar y eliminar el disolvente bajo presión 
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reducida se obtuvieron 1.15 (100%) del diéster 4.5b puro en forma de aceite 
incoloro. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 3.6 (6H, s), 2.3 (4H, t, J=13 Hz), 1.8 (4H, m), 
1.3 (4H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 173.9 (x 2) (C), 33.8 (x 2), 28.6 (x 2), 24.6 (x 2) 
(CH2) 51.3 (x 2) (CH3). 
 
 
Síntesis del diéster 4.5c 
 
El diéster 4.5c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis de 4.5b. Diácido 4.4c (2 g, 8.7 mmol); H2SO4 del 
98% (0.2 mL, 3.1 mmol, 0.4 eq.); MeOH (10 mL). Se obtuvieron 2.25 g (100%) 
del diéster 4.5c en forma de aceite incoloro. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 3.6 (6H, s), 2.3 (4H, t, J=13 Hz), 1.6 (4H, m), 
1.3 (12H, m), 0.9 (4H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 174.2 (x 2) (C), 34 (x 2), 34.04 (x 2), 29.5, 
29.4, 29.3, 29.1, 29, 24.9 (x 2) (CH2), 51.3 (x 2) (CH3). 
 
 
Síntesis del diéster 4.5d 
 
El diéster 4.5d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis de 4.5b. Diácido 4.4d (0.47 g, 1.6 mmol); H2SO4 del 
98% (0.1 mL, 3.1 mmol, 0.4 eq.) MeOH (5 mL). La mezcla se calentó a reflujo 
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durante 18 h. Se obtuvieron 0.50 g (100%) del diéster 4.5d en forma de aceite 
incoloro. 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 3.5 (6H, s), 2.2 (4H, t, J=12.5 Hz), 1.3 (4H, m), 
1.2 (20H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 174.2 (x 2) (C), 34 (x2), 34.04 (x 2), 29-24 (x 
24), (CH2) 51.3 (x 2) (CH3). 
 
Síntesis del monoéster 4.6b 
 
A una disolución del diéster 4.5b (1.14 g, 5.6 mmol) en 11 mL de una 
mezcla CH3CN:Et2O (1.2:1) se le añadió, a 0ºC y bajo atmósfera de N2, KOH 
(0.36 g, 6.4 mmol, 1.15 eq.) disuelto en MeOH (5 mL). La reacción se agitó 
durante 48 horas a -10ºC. Luego se vertió sobre una disolución acuosa 
saturada de NaHCO3 y se extrajo con AcOEt (3 x 20 mL). Las fases orgánicas 
reunidas se lavaron con salmuera y se secaron con MgSO4. Después de 
eliminar el disolvente bajo presión reducida se obtuvieron 0.8 g del dimetiléster 
4.5b (70%). Por otro lado, las fases acuosas se acidificaron con HCl 2M hasta 
pH=2, se vertieron sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se 
extrajeron con AcOEt (3 x 20 mL). Las fases orgánicas reunidas se lavaron 
con salmuera y se secaron con MgSO4. Después de filtrar y eliminar el bajo 
presión reducida se obtuvo un residuo sólido blanco que se lavó 
exhaustivamente con hexano. El sólido remanente era el diácido de partida 
4.4b (0.14 g, 14%). El lavado con hexano se concentró obteniéndose 0.2 g 
(16%) del monoéster 4.6b en forma de aceite incoloro. 
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1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 9.9 (1H, br, s), 3.7 (3H, s), 2.3 (2H, m), 2.4 (2H, 
m), 1.65 (4H,  m), 1.65 (4H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 178.2, 173.9 (C), 33.5, 28.3 (x 2), 24.3 (x 2), 
14.6 (CH2) ,51.0 (CH3). 
 
Síntesis del monoéster 4.6c 
 
El ácido éster 4.6c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis del ácidoéster 4.6b. Diéster 4.5c (2.1 g, 8.1 mmol) en 
20 mL de una mezcla CH3CN:Et2O (1.5:1); KOH (0.52 g, 9.3 mmol, 1.15 eq.) 
disuelto en 8 mL de MeOH, -10 ºC, 24 horas. Se obtuvieron 0.2 g (10%) del 
diéster 4.5c, 0.97 g (50%) del monoéster 4.6c y 0.48 g (26%) del diácido 4.4c 
en forma de sólido blanco. 
P.f. = 52ºC 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 10 (1H,  br, s), 3.65 (3H, s), 2.3 (4H, dt, J=10, 
J=15), 1.65 (4H, m), 1.65 (12H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 179.9, 174.4 (C), 34.1, 31.8-29.0 (x 5), 31.8, 
24.7, 24.3, 14.0 (CH2) ,51.4 (CH3). 
 
Síntesis del monoéster 4.6d 
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El ácido éster 4.6c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis del monoéster 4.6b. Diéster 4.5d (0.98 g, 3.1 mmol) 
disuelto en 12 mL en CH3CN:Et2O (1.8:1); KOH (0.17 g, 3.1 mmol, 1.15 eq.) 
disuelto en MeOH (4 mL), -10 ºC, 32 horas. Después de la extracción con 
AcOEt, los extractos orgánicos reunidos se secaron sobre MgSO4, se filtraron 
y se concentraron bajo presión reducida. El crudo resultante se cromatografió 
sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (7:3) obteniéndose 0.71g (77%) del 
monoéster 4.6d en forma de sólido blanco y 0.29 g (33%) del diácido 4.4d.  
P.f. = 70ºC 
1H RMN (500 MHz, CDCl3) δ = 10 (1H,  br, s), 3.6 (3H, s), 2.3 (4H, dt, J=10 Hz, 
J= 15 Hz), 1.6 (4H, m), 1.3 (20H, m). 
13C RMN (125 MHz, CDCl3) δ = 177.6, 175.9 (C), 34-24-6 (x 14), (CH2) ,51.3 
(CH3). 
 
 
Síntesis del compuesto 4.8b 
 
A una disolución del compuesto 4.3 (0.66 g, 1.4 mmol) y del monoéster 
4.7b (0.265 g, 1.4 mmol) en CH2Cl2 (77 mL) se le adicionó, bajo atmósfera de 
N2 y a temperatura ambiente, DCC (1.7 g, 8.3 mmol, 6 eq.) y DMAP (0.28 g, 
2.8 mmol, 2 eq.). La mezcla resultante se agitó durante 3 horas a temperatura 
ambiente. Luego se filtró sobre celite y se lavó a fondo con AcOEt. El filtrado 
se concentró bajo presión reducida y el residuo resultante se cromatografíió 
sobre gel de sílice con CH2Cl2-MeOH (98:2) obteniéndose 0.51 g (73%) del 
éster 4.8b.  
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[α]D‒119.3 (c 2, CHCl3).  
IR νmax 3300 br (NH), 1735br, 1671, 1654 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.65 (1H, br d, J ~ 7 Hz, NH), 7.49 (1H, s), 7.28 (1H, d, 
J = 10.5 Hz), 6.83 (1H, d, J = 10.5 Hz), 6.50 (1H, s), 4.61 (1H, m), 3.96 (3H, s), 
3.90 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.62 (3H, s), 3.59 (3H, s), 2.46 (1H, br dd, J ~ 13.8, 
6.5 Hz), 2.34 (1H, br td, J ~ 13.5, 6.5 Hz), 2.30-2.10 (5H, br m), 1.84 (1H, m), 
1.60-1.40 (4H, br m), 1.25-1.20 (4H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.5, 174.1, 172.7, 163.9, 153.4, 152.1, 151.1, 
141.6, 136.6, 134.2, 125.6 (C), 135.2, 130.5, 112.5, 107.3, 52.1 (CH), 36.5, 
35.8, 33.8, 29.8, 28.8, 28.6, 25.1, 24.6 (CH2), 61.5, 61.2, 56.3, 56.0, 51.3 
(CH3). 
HR ESMS m/z 528.2599 (M+H+). Calcd. para C29H38NO8, 528.2597. 
 
 
Síntesis del éster 4.8c 
 
 
El éster 4.8c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.8b: Monoéster 4.7c (0.102 g, 0.4 mmol, 1.5 
eq.) en CH2Cl2 (20 mL); 4.3 (0.135 g, 0.3 mmol); DCC (0.371 g, 1.8 mmol, 6 
eq.); DMAP (0.073 g, 0.6 mmol, 2 eq.). La cromatografía sobre gel de sílice 
con CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 0.136 g (82%) del éster 4.8c en forma 
de aceite amarillento. 
[α]D ‒55 (c 0.9, CHCl3). 
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IR νmax 3300br (NH), 1736 br, 1674 (C=O) cm−1. 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.49 (1H, s), 7.48 (1H, brs, NH), 7.29 (1H, d, J = 10.5 
Hz), 6.83 (1H, d, J = 10.5 Hz), 6.50 (1H, s), 4.62 (1H, m), 3.98 (3H, s), 3.91 
(3H, s), 3.86 (3H, s), 3.62 (3H, s), 3.61 (3H, s), 2.47 (1H, brdd, J ~ 13.3, 6.4 
Hz), 2.35 (1H, br td, J ~ 13.3, 6.7 Hz), 2.30-2.10 (5H, br m), 1.83 (1H, m), 1.60-
1.45 (4H, br m), 1.35-1.20 (12H, brm). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.5, 174.2, 172.7, 163.9, 153.4, 152.1, 151.1, 
141.6, 136.6, 134.2, 125.6 (C), 135.2, 130.5, 112.5, 107.3, 52.1 (CH), 36.6, 
36.0, 34.0, 29.9, 29.3-29.0 (x 6), 25.3, 24.8 (CH2), 61.5, 61.3, 56.3, 56.0, 51.3 
(CH3). 
HR ESMS m/z 584.3229 (M+H+). Calcd. para C33H46NO8, 584.3223. 
 
 
Síntesis del éster 4.8d 
 
 
 
El éster 4.8d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.8b: 4.7d (0.090 g, 0.3 mmol) en CH2Cl2 (20 
mL); 4.3 (0.141 g, 0.3 mmol); DCC (0.371 g, 1.8 mmol, 6 eq.); DMAP (0.073 g, 
0.6 mmol, 2 eq.).  La cromatografía sobre gel de sílice con CH2Cl2-MeOH 
(98:2) proporcionó 0.135 g (76%) del éster 4.8d en forma de aceite 
amarillento. 
[α]D ‒81.1 (c 1.3, CHCl3). 
IR νmax  3300 br (NH), 1727 br, 1671(C=O) cm−1 
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1H RMN (500 MHz) δ = 8.00 (1H, br d, J ~ 6.5 Hz, NH), 7.49 (1H, s), 7.24 (1H, 
d, J = 10.7 Hz), 6.80 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.44 (1H, s), 4.56 (1H, m), 3.92 (3H, 
s), 3.85 (3H, s), 3.80 (3H, s), 3.57 (3H, s), 3.56 (3H, s), 2.40 (1H, br dd, J ~ 13, 
6 Hz), 2.30 (1H, br td, J ~ 13, 6.4 Hz), 2.20-2.10 (5H, br m), 1.80 (1H, m), 1.55-
1.40 (4H, br m), 1.30-1.15 (20H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.2, 174.0, 172.8, 163.7, 153.2, 152.3, 150.9, 
141.4, 136.6, 134.1, 125.4(C), 135.1, 130.4, 112.5, 107.1, 52.0 (CH), 36.2, 
35.8, 33.8, 29.7, 29.3-28.8 (x 10), 25.2, 24.7 (CH2), 61.3, 61.0, 56.1, 55.8, 51.1 
(CH3). 
HR ESMS m/z 640.3845(M+H+). Calcd. para C37H54NO8, 640.3849. 
 
Síntesis de la N-carboxialquilcolchicina 4.7a 
 
 
A una disolución de 4.3 (0.240 g, 0.5 mmol) en DMSO (2 mL) se le 
adicionó, bajo atmosfera de N2 y a temperatura ambiente, anhídrido glutárico 
4.6a (0.057 g, 0.5 mmol) y NMO (0.181 mL, 1.7 mmol, 3.3 eq.). La mezcla 
resultante se agitó a temperatura ambiente durante 45 minutos. Luego, la 
mezcla de reacción se vertió sobre una solución acuosa de HCl 1M y se 
extrajo con AcOEt (3 x 15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron 
con salmuera y se secaron sobre MgSO4. Después de filtrar y eliminar el 
disolvente bajo presión reducida, el crudo de reacción se cromatografió sobre 
gel de sílice con mezcla CH2Cl2-MeOH (9:1) obteniéndose 0.186 (84%) g del 
compuesto 4.7a como aceinte amarillento. 
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[α]D ‒110.9 (c 1.1, CHCl3). 
IR νmax 3300-2600 br (OH, NH), 1652 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 8.10 (1H, br d, J ~ 6.5 Hz, NH), 7.80 (1H, br s), 7.42 
(1H, d, J = 10.8 Hz), 6.97 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.55 (1H, s), 5.30 (1H, very br 
s), 4.65 (1H, m), 4.00 (3H, s), 3.94 (3H, s), 3.90 (3H, s), 3.64 (3H, s), 2.52 (1H, 
br dd, J ~ 13.8, 6.4 Hz), 2.45-2.20 (6H, br m), 2.05-1.90 (3H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 176.1 br, 172.8, 164.0, 153.7, 153.5, 151.2, 
141.6, 137.8, 134.4, 125.4(C), 136.3, 130.9, 114.1, 107.5, 52.8 (CH), 36.0, 
34.3, 33.3 br, 30.0, 20.8 (CH2), 61.6, 61.3, 56.5, 56.2 (CH3). 
HR ESMS m/z 472.1972 (M+H+). Calcd. para C25H30NO8, 472.1971. 
 
Síntesis de la N-carboxialquilcolchicina 4.7b  
 
 
 
A una disolución del éster 4.6b (0.51 g 1.03 mmol) en MeOH (2.5 mL) se le 
adicionó, a temperatura ambiente y bajo N2, una disolución de LiOH (0.115 g, 
4.8 mmol, 5.1 eq.) en H2O (0.5 mL). La mezcla resultante se agitó a 
temperatura ambiente durante 6 horas. Luego, se acidificó la reacción con HCl 
2M, se vertió sobre una disolución acuosa saturada de NH4Cl y se extrajo con 
AcOEt (3 x 15 mL). Los extractos orgánicos reunidos se lavaron con salmuera 
y se secaron sobre MgSO4. Después de filtrar y eliminar el disolvente bajo 
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presión reducida, el residuo se cromatografió sobre gel de sílice con CH2Cl2-
MeOH (9: 1) obteniéndose 0.318 g (64%) del compuesto 4.7b en forma de 
aceite amarillento. 
[α]D ‒105.5 (c 0.48, CHCl3) 
IR νmax 3300-2600 br (OH, NH), 1714br, 1652 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.70 (1H, brs, NH), 7.39 (1H, d, J = 10.7 Hz), 7.26 (1H, 
s), 6.92 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.85 (1H, br s, COOH), 6.53 (1H, s), 4.70 (1H, m), 
4.00 (3H, s), 3.95 (3H, s), 3.91 (3H, s), 3.65 (3H, s), 2.52 (1H, br dd, J ~ 13.5, 
6.2 Hz), 2.40-2.20 (5H, br m), 1.86 (1H, m), 1.70-1.55 (4H, br m), 1.35-1.25 
(4H, brm) (COOH no detectada) 
13C RMN (125 MHz) δ = 181.5 (br),179.4, 173.5, 163.7, 153.5, 153.3, 151.1, 
141.6, 137.4, 134.4, 125.6 (C), 135.3, 130.9, 113.1, 107.4, 52.3 (CH), 36.7 
(br), 36.2, 35.8, 29.9, 28.9, 28.8, 25.5 (x 2) (CH2), 61.6, 61.3, 56.4, 56.1 (CH3) 
HR ESMS m/z 514.2439 (M+H+). Calcd. para C28H36NO8, 514.2441. 
 
Síntesis de la N-carboxialquilcolchicina 4.7c 
 
 
 
La N-carboxialquilcolchicina 4.7c se obtuvo en las mismas condiciones 
experimentales empleadas en la obtención de 4.7b: éster 4.8c (0.136 g, 0.23 
mmol) disuelto en MeOH (1 mL); LiOH (0.028 g, 1.2 mmol, 5 eq.) en H2O (0.2 
mL). La cromatografía con CH2Cl2:MeOH (9:1) proporcionó 0.090 g (73%) del 
compuesto 4.7c en forma de aceite amarillento. 
Parte experimental 
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[α]D ‒93.6 (c 0.7, CHCl3). 
IR νmax 3300-2600 br (OH, NH), 1729br, 1652 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.74 (1H, s), 7.36 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.89 (1H, d, J = 
10.7 Hz), 6.87 (1H, brs, NH), 6.54 (1H, s), 4.72 (1H, m), 3.99 (3H, s), 3.95 (3H, 
s), 3.90 (3H, s), 3.65 (3H, s), 2.51 (1H, brdd, J ~ 13.6, 6.3 Hz), 2.40-2.20 (6H, 
br m), 1.83 (1H, m), 1.65-1.55 (4H, br m), 1.35-1.20 (12H, brm). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.6, 177.5 (br), 173.2, 163.9, 153.5, 152.3, 151.2, 
141.7, 137.0, 134.2, 125.6 (C), 135.5, 130.8, 113.0, 107.5, 52.0 (CH), 37.1, 
36.2, 34.0, 29.9, 29.1, 28.9, 28.7-28.5 (x 4), 25.2, 24.7 (CH2), 61.6, 61.3, 56.3, 
56.1 (CH3). 
HR ESMS m/z 570.3063(M+H+). Calcd. para C32H43NO8, 570.3067. 
 
 
Síntesis de la N-carboxialquilcolchicina 4.7d 
 
 
 
La N-carboxialquilcolchicina 4.7d se obtuvo en las mismas condiciones 
experimentales empleadas en la obtención de 4.7b: éster 4.8d (0.186 g 0.3 
mmol) en MeOH (1 mL); LiOH 0.03 g, 1.5 mmol, 5 eq.) en H2O (0.5 mL). La 
cromatografía con CH2Cl2:MeOH (9:1) proporcionó 0.118 g (66%) del 
compuesto 4.7d en forma de aceite amarillento. 
[α]D ‒81.1 (c 1.3, CHCl3)  
IR νmax 3300 br (NH), 1727br, 1671(C=O) cm−1 
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1H RMN (500 MHz) δ = 7.66 (1H, s), 7.35 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.90 (1H, br s, 
NH), 6.87 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.53 (1H, s), 4.71 (1H, m), 3.99 (3H, s), 3.94 
(3H, s), 3.90 (3H, s), 3.63 (3H, s), 2.50 (1H, br dd, J ~ 13.3, 6.1 Hz), 2.37 (1H, 
br td, J ~ 13.3, 6.7 Hz), 2.35-2.20 (5H, br m), 1.83 (1H, m), 1.65-1.50 (4H, br 
m), 1.35-1.20 (20H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.2, 174.0, 172.8, 163.7, 153.2, 152.3, 150.9, 
141.4, 136.6, 134.1, 125.4(C), 135.1, 130.4, 112.5, 107.1, 52.0 (CH), 36.2, 
35.8, 33.8, 29.7, 29.3-28.8 (x 10), 25.2, 24.7 (CH2), 61.3, 61.0, 56.1, 55.8, 51.1 
(CH3). 
HR ESMS m/z 640.3845 (M+H+). Calcd. para C37H54NO8, 640.3849. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.9a  
 
 
A una disolución de 4.8a (0.15 g, 0.25 mmol) en CH2Cl2 (5 mL) se le 
añadió, bajo atmósfera de N2 y a temperatura ambiente, Et3N (0.1 mL, 0.75 
mmol, 3 eq) y cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (53 µL, 0.5 mmol, 2 eq). La 
mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 5 horas. Luego 
se añadió DMAP sólido (45 mg, 0.38 mmol, 1.5 eq) y 3.12 (45 mg, 0.25 mmol, 
1 eq) disuelto en CH2Cl2 (2.5 mL). Después de 15 minutos de agitación a 
temperatura ambiente, la mezcla de reacción se vertió sobre una disolución 
acuosa saturada de NH4Cl y la fase acuosa se extrajo tres veces con CH2Cl2. 
Las fases orgánicas reunidas se secaron con MgSO4 y después de filtrar y 
Parte experimental 
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eliminar el disolvente bajo presión reducida, el residuo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice con Hexano-AcOEt (2:8) y luego CH2Cl2-
MeOH (98:2), lo que proporcionó 53 mg (33%) de 4.9a como un aceite 
amarillento. 
[α]D−123.7(c 0.79, CHCl3)  
IR νmax 3300 br (NH), 1729 br, 1672 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.43 (1H, s), 7.42 (1H, br s, NH), 7.26 (1H, d, J = 10.7 
Hz), 6.85 (1H, ddd, J = 9.7, 5.4, 3 Hz), 6.81 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.50 (1H, s), 
5.98(1H, ddd, J= 9.7, 2.5, 1.5 Hz), 4.60 (1H, m), 4.41 (1H, m), 4.00 (2H, m), 
3.97 (3H, s), 3.90 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.63 (3H, s), 2.48 (1H, brdd, J ~ 13.3, 
6.3 Hz), 2.40-2.20 (7H, br m), 1.90-1.70 (4H, br m), 1.65-1.30 (8H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.1, 171.8, 164.5, 163.9, 153.4, 151.6, 
151.1, 141.6, 136.4, 134.1, 125.6 (C), 145.1, 135.1, 130.6, 121.4, 112.3, 
107.3, 77.7, 52.1(CH), 64.1, 36.6, 34.9, 34.6, 33.5, 29.8, 29.2, 28.3, 25.6, 24.3, 
20.6(CH2), 61.4, 61.2, 56.2, 56.0 (CH3) 
HR ESMS m/z 638.2969 (M+H+). Calcd. para C35H44NO10, 638.2965. 
 
Síntesis del híbrido 4.9b 
 
 
El híbrido 4.9b se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.8b (0.111 g, 0.22 mmol) en CH2Cl2 (5 
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mL); Et3N (90 µL, 0.66 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (67 µL, 
0.44 mmol, 2 eq); DMAP (40 mg, 0.33 mmol, 1.5 eq); 3.12 (40 mg, 0.22 mmol, 
1 eq) en CH2Cl2 (2.5 mL). La cromatografía con Hexano-AcOEt (20:80) y luego 
CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 75 mg (50%) de 4.9b en forma de aceite 
amarillento. 
[α]D−136.8 (c 1.3, CHCl3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1725br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.80 (1H, br d, J ~ 7 Hz, NH), 7.42 (1H, s), 7.21 (1H, d, 
J = 10.7 Hz), 6.79 (2H, m), 6.44 (1H, s), 5.90(1H, br d, J~ 9.8), 4.54 (1H, m), 
4.34 (1H, m), 3.94 (2H, br t, J ~ 6.7 Hz), 3.90 (3H, s), 3.84 (3H, s), 3.80 (3H, s), 
3.57 (3H, s), 2.42 (1H, brdd, J ~ 13.1, 6 Hz), 2.30-2.10 (7H, br m), 1.80 (1H, 
m), 1.69 (1H, m), 1.60-1.40 (8H, br m), 1.40-1.20 (8H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.1, 173.4, 172.6, 164.3, 163.7, 153.1, 152.0, 
150.9, 141.3, 136.4, 134.0, 125.4 (C), 145.1, 135.0, 130.4, 120.9, 112.3, 
107.1, 77.5, 52.0(CH), 63.7, 36.2, 35.6, 34.4, 33.9, 29.6, 29.0, 28.6, 28.4, 28.2, 
25.4, 24.9, 24.4, 24.1(CH2), 61.2, 61.0, 56.1, 55.8(CH3). 
HR ESMS m/z 680.3436 (M+H+). Calcd. para C38H50NO10, 680.3435. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.9c 
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El híbrido 4.9c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.8c (0.070 g, 0.12 mmol) en CH2Cl2 (2.5 
mL); Et3N (50 µL, 0.36 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (40 µL, 
0.24 mmol, 2 eq); DMAP (22 mg, 0.18 mmol, 1.5 eq); 3.12 (22 mg, 0.12 mmol, 
1 eq) en CH2Cl2 (2 mL). La cromatografía con Hexano-AcOEt (20:80) y 
finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 40 mg (45%) de 4.9c como un 
aceite amarillento. 
[α]D−52(c 1.4, CHCl3). 
IR νmax 3300 br (NH), 1725 br, 1672 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.45 (m, 2H), 7.26 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 6.82 (1H, 
overlapped m), 6.80 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.49 (1H, s), 5.97(1H, br d, J~ 9.8), 
4.60 (1H, m), 4.39 (1H, m), 4.01 (2H, br t, J ~ 6.6 Hz), 3.95 (3H, s), 3.89 (3H, 
s), 3.84 (3H, s), 3.60 (3H, s), 2.46 (1H, brdd, J ~ 13.2, 6.4 Hz), 2.35-2.10 (7H, 
br m), 1.85-1.70 (2H, m), 1.65-1.40 (8H, br m), 1.40-1.20 (16H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.3, 173.7, 172.8, 164.3, 163.8, 153.3, 151.9, 
151.0, 141.5, 136.5, 134.1, 125.6(C), 145.0, 135.0, 130.5, 121.2, 112.4, 107.3, 
77.7, 52.0 (CH), 63.9, 36.5, 36.0, 34.6, 34.2, 29.8, 29.3 (x 2), 29.2 (x 2), 29.1, 
29.0, 28.9, 28.4, 25.6, 25.2, 24.9, 24.3(CH2), 61.4, 61.2, 56.2, 55.9(CH3) 
HR ESMS m/z 736.4056 (M+H+). Calcd. para C42H58NO10, 736.4061. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.9d  
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El híbrido 4.9d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.8d (93 mg, 0.15 mmol); en CH2Cl2 (3 
mL); Et3N (70 µL, 0.45 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (50 µL, 
0.3 mmol, 2 eq); DMAP (30 mg, 0.225 mmol, 1.5 eq); 3.12 (30 mg, 0.15 mmol, 
1 eq) en CH2Cl2 (2 mL). La cromatografía con Hexano-AcOEt (20:80) y 
finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 68 mg (57%) de 4.9d en forma de 
aceite amarillento. 
[α]D−88.7 (c 1.4, CHCl3). 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.45 (1H, s), 7.28 (1H, d, J = 10.7 Hz), 7.20 (1H, br d, 
J∼ 7 Hz), 6.86 (1H, ddd, J = 9.8, 5.5, 3.5 Hz), 6.81 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.50 
(1H, s), 5.99 (1H, br d, J ~ 9.8), 4.62 (1H, m), 4.40 (1H, m), 4.03 (2H, t, J = 6.6 
Hz), 3.97 (3H, s), 3.91 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.62 (3H, s), 2.48 (1H, br dd, J ~ 
13.6, 6.3 Hz), 2.40-2.15 (7H, br m), 1.85-1.70 (2H, m), 1.65-1.50 (10H, br m), 
1.45-1.15 (22H, br m).  
13C RMN (125 MHz) δ = 179.3, 173.7, 172.9, 164.3, 163.8, 153.3, 151.9, 
151.0, 141.5, 136.5, 134.1, 125.6(C), 145.0, 135.0, 130.5, 121.2, 112.4, 107.3, 
77.7, 52.0 (CH), 63.9, 36.5, 36.0, 34.6, 34.2, 29.8, 29.4 (x 5), 29.3 (x 4), 29.1, 
29.0, 28.4, 25.6, 25.3, 24.9, 24.3 (CH2), 61.4, 61.2, 56.2, 56.0 (CH3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1731br, 1672 (C=O) cm−1 
HR ESMS m/z 792.4691 (M+H+). Calcd. para C46H66NO10, 792.4687. 
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Síntesis del híbrido 4.10a 
 
El híbrido 4.10a se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.7a (0.148 g, 0.32 mmol); en CH2Cl2 (6 
mL); Et3N (0.13 mL, 0.97 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (0.1 
mL, 0.64 mmol, 2 eq); DMAP (60 mg, 0.48 mmol, 1.5 eq); ent-3.12 (60 mg, 
0.32 mmol, 1 eq) en CH2Cl2 (2 mL). La cromatografía con Hexano-AcOEt 
(20:80) y finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 90 mg (44%) de 4.10a 
en forma de aceite incoloro. 
[α]D−54.7(c 1.24, CHCl3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1722br, 1672 (C=O) cm−1. 
1H RMN (500 MHz) δ 7.66 (1H, brd, J ~ 7 Hz, NH), 7.40 (1H, s), 7.22 (1H, d, J 
= 10.7 Hz), 6.81 (1H, overlapped m), 6.79 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.46 (1H, s), 
5.91(1H, br d, J~ 9.8 Hz), 4.55 (1H, m), 4.34 (1H, m), 3.94 (2H, br t, J ~ 6.6 
Hz), 3.92 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.81 (3H, s), 3.58 (3H, s), 2.44 (1H, brdd, J ~ 
13.3, 6.2 Hz), 2.30-2.10 (7H, br m), 1.85-1.65 (4H, br m), 1.60-1.25 (8H, br m); 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.2, 172.9, 171.8, 164.4, 163.7, 153.2, 151.7, 
150.9, 141.4, 136.3, 134.1, 125.4(C), 145.1, 135.0, 130.4, 121.0, 112.3, 107.2, 
77.7, 52.0(CH), 63.9, 36.3, 34.6, 34.4, 33.3, 29.7, 29.1, 28.1, 25.5, 24.2, 
20.4(CH2), 61.2, 61.0, 56.1, 55.9(CH3). 
HR ESMS m/z 638.2969 (M+H+). Calcd. para C35H44NO10, 638.2965. 
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Síntesis del híbrido 4.10b 
 
 
El híbrido 4.10b se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.7b (60 mg, 0.12 mmol); en CH2Cl2 (3 
mL); Et3N (50 µL, 0.36 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (37 µL, 
0.24 mmol, 2 eq); DMAP (22 mg, 0.18 mmol, 1.5 eq); ent-3.12 (22 mg, 0.12 
mmol, 1 eq) en CH2Cl2 (2 mL). La cromatografía con Hexano-AcOEt (20:80) y 
finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 55 mg (67%) de 4.10b como un 
aceite incoloro. 
[α]D−69.8 (c 0.8, CHCl3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1721br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.46 (1H, s), 7.43 (1H, br d, J ~ 7 Hz, NH), 7.27 (1H, d, 
J = 10.7 Hz), 6.84 (1H, ddd, J = 9.7, 5.4, 3 Hz), 6.81 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.50 
(1H, s), 5.97(1H, brdt, J~ 9.8, 2), 4.60 (1H, m), 4.38 (1H, m), 4.00 (2H, br t, J ~ 
6.6 Hz), 3.96 (3H, s), 3.89 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.61 (3H, s), 2.47 (1H, brdd, J 
~ 13.4, 6 Hz), 2.40-2.10 (7H, br m), 1.84 (1H, m), 1.75 (1H, m), 1.65-1.45 (8H, 
br m), 1.40-1.20 (8H, br m) 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.3, 173.6, 172.6, 164.4, 163.8, 153.3, 151.8, 
151.0, 141.5, 136.5, 134.1, 125.6(C), 145.1, 135.0, 130.6, 121.2, 112.4, 107.3, 
77.7, 52.0 (CH), 63.9, 36.5, 35.8, 34.6, 34.0, 29.8, 29.2, 28.8, 28.6, 28.4, 25.6, 
25.1, 24.6, 24.3(CH2), 61.4, 61.2, 56.2, 56.0 (CH3). 
HR ESMS m/z 680.3433 (M+H+). Calcd. para C38H50NO10, 680.3435. 
Parte experimental 
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Síntesis del híbrido 4.10c 
 
 
 
El híbrido 4.10c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.7c (0.060 g, 0.12 mmol); en CH2Cl2 (2.5 
mL) Et3N (54 µL, 0.39 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (40 µL, 
0.26 mmol, 2 eq); DMAP (24 mg, 0.2 mmol, 1.5 eq); ent-3.12 (22 mg, 0.12 
mmol, 1 eq) en CH2Cl2 (1.3 mL) La cromatografía con Hexano-AcOEt (20:80) y 
finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 55 mg del compuesto 4.10c. 
[α]D−45.4 (c 1.15, CHCl3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1720br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.48 (1H, s), 7.30 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.88 (1H, m), 
6.85 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.70 (1H, br d; J∼ 7 Hz, NH), 6.50 (1H, s), 6.01 (1H, 
br d, J ~ 9.8), 4.62 (1H, m), 4.42 (1H, m), 4.04 (2H, t, J= 6.6 Hz), 3.98 (3H, s), 
3.90 (3H, s), 3.86 (3H, s), 3.63 (3H, s), 2.46 (1H, br dd, J ~ 13.2, 6.7 Hz), 2.40-
2.10 (7H, br m), 1.83 (1H, m), 1.65-1.40 (9H, br m), 1.40-1.20 (16H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.9, 172.7, 164.4, 164.0, 153.4, 151.3, 
151.2, 141.7, 136.3, 134.1, 125.7 (C), 145.0, 135.0, 130.7, 121.4, 112.3, 
107.4, 77.8, 52.0 (CH), 64.0, 36.9, 36.3, 34.6, 34.7, 34.3, 34.0, 29.4, 29.3-29.0 
(x 5), 28.5, 25.7, 25.4, 25.0, 24.5(CH2), 61.5, 61.3, 56.3, 56.1 (CH3). 
HR ESMS m/z 736.4052 (M+H+). Calcd. para C42H58NO10, 736.4061. 
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Síntesis del híbrido 4.10d 
 
 
 
El híbrido 4.10d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.9a: 4.7d (0.093 g, 0.15 mmol) en CH2Cl2 (3 
mL); Et3N (0.070 mL, 0.45 mmol, 3 eq); cloruro de 2,4,6-triclorobenzoílo (0.050 
mL, 0.3 mmol, 2 eq); DMAP (0.030 g, 0.225 mmol, 1.5 eq); ent-3.12 (30 mg, 
0.15 mmol, 1 eq) en CH2Cl2 (2 mL).La cromatografía con Hexano-AcOEt 
(20:80) y finalmente CH2Cl2-MeOH (98:2) proporcionó 64 mg (54%) de 4.10d 
como un aceite incoloro. 
[α]D−25.2 (c 1.9, CHCl3) 
IR νmax 3300 br (NH), 1731 br, 1673 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ =  7.46 (1H, s), 7.45 (1H, br d, J~ 7 Hz, NH), 7.28 (1H, d, 
J = 10.7 Hz), 6.84 (1H, m), 6.82 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.49 (1H, s), 5.98 (1H, br 
d, J ~ 9.8), 4.62 (1H, m), 4.38 (1H, m), 4.02 (2H, br t, J ~ 6.6 Hz), 3.96 (3H, s), 
3.90 (3H, s), 3.86 (3H, s), 3.62 (3H, s), 2.46 (1H, brdd, J ~ 13.6, 6.4 Hz), 2.40-
2.15 (7H, br m), 1.85-1.70 (2H, m), 1.65-1.50 (9H, br m), 1.40-1.20 (24H, br m) 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.3, 173.7, 172.9, 164.3, 163.8, 153.3, 151.9, 
151.0, 141.5, 136.5, 134.1, 125.6 (C), 145.0, 135.0, 130.5, 121.2, 112.3, 
107.3, 77.7, 52.0 (CH), 63.9, 36.5, 36.1, 34.6, 34.2, 29.8, 29.5 (x 4), 29.4, 29.3 
Parte experimental 
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(x 2), 29.2 (x 2), 29.1, 29.0, 28.4, 25.6, 25.3, 24.9, 24.3 (CH2), 61.5, 61.2, 56.2, 
56.0(CH3). 
HR ESMS m/z 792.4686 (M+H+). Calcd. para C46H66NO10, 792.4687. 
 
Síntesis del compuesto 4.11a 
 
 
 
A una disolución de la carboxicolchicina 4.7a (107 mg, 0.24 mmol, 1.2 eq) 
en THF anhidro (4 mL) se le añadió, a temperatura ambiente, gota a gota y 
bajo atmósfera de N2, Et3N (85 µL, 0.6 mmol, 3 eq.) y cloruro de 2,4,6-
triclorobenzoílo (60 µL, 0.37 mmol, 2 eq). La mezcla resultante se agitó a 
temperatura ambiente durante 2.5 horas. Luego se añadió DMAP (61 mg, 0.5 
mmol, 2.5 eq) y la hidroxidihidropiranona 3.27 (72 mg, 0.2 mmol) disuelta en 
THF (2 mL). La mezcla resultante se agitó durante 2 horas a temperatura 
ambiente. Luego se vertió sobre una disoluciuó acuosa saturada de NH4Cl y 
se extrajo con AcOEt. Los extractos orgánicos reunidos se secaron sobre 
MgSO4. Después filtrar y evaporar el disolvente bajo presión reducida, el 
residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con CH2Cl2:MeOH (9:1) 
obteniéndose 40 mg (25%) del compuesto 4.11a como aceite incoloro.  
[α]D−75.1 (c 0.25, CHCl3) 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.44 (1H, s), 7.25 (1H, d, J = 10.8 Hz), 7.10 (1H, brs, 
NH), 6.82 (1H, dt, J = 9.8, 4.5 Hz), 6.80 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.48 (1H, s), 5.96 
(1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 4.60-4.50 (2H, m), 4.10-4.00 (3H, br m), 3.94 (3H, s), 
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3.89 (3H, s), 3.85 (3H, s), 3.60 (3H, s), 3.32 (1H, m), 3.25 (3H, s), 2.46 (1H, 
brdd, J~13.7, 6.3 Hz), 2.40-2.15 (8H, brm), 2.00-1.50 (9H, brm), 0.86 (9H, s), 
0.05 (3H, s), 0.03 (3H, s) 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.0, 171.7, 164.2, 163.9, 153.4, 151.9, 
151.1, 141.6, 136.6, 134.2, 125.6, 17.9(C), 145.3,135.1, 130.8, 121.3, 112.5, 
107.3, 74.7, 74.5, 65.8, 52.1(CH), 60.9, 43.1, 42.9, 36.7, 34.9, 33.4, 32.6, 29.9, 
29.8, 20.6 (CH2), 61.5, 61.3, 56.3, 56.1, 56.0, 25.8 (x 3), −4.4, −4.6 (CH3). 
IR νmax 3300 br (NH), 1731br, 1674 (C=O) cm−1 
HR ESMS m/z 812.4041 (M+H+). Calcd. para C43H62NO12Si, 812.4050. 
 
 
Síntesis del compuesto 4.11b 
 
 
 
A una disolución de la carboxicolchicina 4.7b (100 mg, 0.2 mmol) en 
CH2Cl2 anhidro (5 mL) se le añadió, a temperatura ambiente, gota a gota y 
bajo atmósfera de N2, Et3N (85 µL, 0.6 mmol, 3 eq.) y cloruro de 2,4,6-
triclorobenzoílo (63 µL, 0.4 mmol, 2 eq). La mezcla resultante se agitó a 
temperatura ambiente durante 2.5 horas. Luego se añadió DMAP (62 mg, 0.5 
mmol, 2.5 eq.) y la hidroxidihidropiranona 3.27 (70 mg, 0.2 mmol) disuelta en 
CH2Cl2 (2.5 mL). La mezcla resultante se agitó durante 2 horas a temperatura 
ambiente. Luego se vertió sobre una disoluciuó acuosa saturada de NH4Cl y 
se extrajo con AcOEt. Los extractos orgánicos reunidos se secaron sobre 
MgSO4. Después filtrar y evaporar el disolvente bajo presión reducida, el 
Parte experimental 
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residuo resultante se cromatografió sobre gel de sílice con CH2Cl2:MeOH (9:1) 
obteniéndose 74 mg (43%) del compuesto 4.11b como aceite incoloro.  
[α]D‒87.2 (c 0.74, CHCl3). 
IR νmax 3300 br (NH), 1731 br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.39 (1H, s), 7.28 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.89 (1H, dt, J = 
9.8, 4 Hz), 6.80 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.53 (1H, s), 6.50 (1H, br d, J ~ 7 Hz, 
NH), 6.02 (1H, br d, J ~ 9.8 Hz), 4.70-4.55 (2H, m), 4.20-4.05 (3H, br m), 3.98 
(3H, s), 3.94 (3H, s), 3.90 (3H, s), 3.65 (3H, s), 3.40 (1H, m), 3.31 (3H, s), 2.52 
(1H, brdd, J ~ 13.7, 6.3 Hz), 2.41 (1H, brtd, J ~ 13.2, 6.8 Hz), 2.35-2.20 (5H, br 
m),2.00 (1H, m), 1.90-1.50 (12H, br m), 1.35-1.20 (4H, br m), 0.88 (9H, s), 0.07 
(3H, s), 0.05 (3H, s) 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.6, 172.5, 164.3, 164.0, 153.4, 151.3, 
151.1, 141.8, 136.3, 134.1, 125.7, 18.0(C), 145.3, 135.1, 130.8, 121.5, 112.2, 
107.4, 74.9, 74.6, 65.9, 52.0(CH), 60.8, 43.3, 43.2, 37.0, 36.3, 34.2, 32.7, 30.0, 
29.9, 28.8, 28.7, 25.2, 24.7(CH2), 61.6, 61.4, 56.3, 56.2, 56.1, 25.9 (x 3), −4.3, 
−4.6 (CH3). 
HR ESMS m/z854.4509 (M+H+). Calcd. para C46H68NO12Si, 854.4511. 
 
 
Síntesis del compuesto 4.11c 
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El compuesto 4.11c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.11b: carboxicolchicina 4.7c (67 mg, 0.12 
mmol) en CH2Cl2 anhidro (2 mL); Et3N (50 µL, 0.36 mmol, 3 eq.); cloruro de 
2,4,6-triclorobenzoílo (40 µL, 0.24 mmol, 2 eq) 5 horas de agitación a 
temperatura ambiente; luego DMAP (36 mg, 0.3 mmol, 2.5 eq.); 
hidroxidihidropiranona 3.27 (43 mg, 0.12 mmol) en CH2Cl2 (1 mL) y agitación 1 
hora. La cromatografía con CH2Cl2:MeOH (9:1) proporcionó 60 mg (55%) del 
compuesto 4.11c como aceite amarillento.  
[α]D ‒72.8 (c 1.1, CHCl3). 
IR νmax 3300br (NH), 1732 br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.44 (1H, s), 7.29 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.90-6.85 (2H, 
m), 6.82 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.52 (1H, s), 6.00 (1H, dt, J= 9.8, 1.5 Hz), 4.65 
(1H, m), 4.57 (1H, m), 4.15-4.05 (3H, br m), 3.98 (3H, s), 3.94 (3H, s), 3.89 
(3H, s), 3.65 (3H, s), 3.40 (1H, m), 3.30 (3H, s), 2.50 (1H, brdd, J ~ 13.3, 6 Hz), 
2.38 (1H, br dt, J ~ 13.2, 6.8 Hz), 2.35-2.15 (6H, br m),2.00 (1H,ddd, J = 14, 
9.3, 3.5 Hz), 1.80 (3H, br m), 1.70-1.50 (8H, br m), 1.35-1.20 (12H, br m), 0.86 
(9H, s), 0.07 (3H, s), 0.05 (3H, s). 
13C RMN (125 MHz) δ =179.4, 173.6, 172.7, 164.1, 163.9, 153.4, 151.8, 151.1, 
141.6, 136.3, 134.1, 125.7, 17.9(C), 145.1, 135.1, 130.6, 121.4, 112.4, 107.3, 
74.8, 74.4, 65.9, 52.0 (CH), 60.7, 43.3, 43.1, 36.7, 36.1, 34.2, 32.6, 29.9, 29.3-
29.0 (x 7), 25.3, 24.8(CH2), 61.5, 61.3, 56.3, 56.1 (x 2), 25.8 (x 3), −4.4, −4.5 
(CH3). 
HR ESMS m/z 910.5111 (M+H+). Calcd. para C50H76NO12Si, 910.5117. 
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Síntesis del compuesto 4.11d 
 
 
El compuesto 4.11d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la obtención de 4.11b: carboxicolchicina 4.7d (100 mg, 0.17 
mmol) en CH2Cl2 anhidro (4 mL); Et3N (70 µL, 0.51 mmol, 3 eq.); cloruro de 
2,4,6-triclorobenzoílo (56 µL, 0.36 mmol, 2 eq); 5 horas de agitación a 
temperatura ambiente, luego DMAP (52 mg, 0.4 mmol, 2.5 eq.); 
hidroxidihidropiranona 3.27 (60 mg, 0.17 mmol, 1 eq.) en CH2Cl2 (2 mL) y 
agitación 1 hora. La cromatografía con CH2Cl2:MeOH (9:1) proporcionó 44 mg 
(26%) del compuesto 4.11d como aceite incoloro.  
[α]D ‒73.4 (c 0.84, CHCl3). 
IR νmax3300 br (NH), 1733 br, 1675 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.42 (1H, s), 7.29 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.88 (1H, dt, J = 
9.8, 4.5 Hz), 6.82 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.78 (1H, br d, J∼ 7 Hz, NH), 6.50 (1H, 
s), 6.00 (1H, dt, J = 9.8, 1.5 Hz), 4.65 (1H, m), 4.58 (1H, m), 4.20-4.05 (3H, br 
m), 3.98 (3H, s), 3.94 (3H, s), 3.89 (3H, s), 3.65 (3H, s), 3.40 (1H, m), 3.30 
(3H, s), 2.50 (1H, br dd, J ~ 13.3, 6 Hz), 2.39 (1H, br td, J ~ 13.2, 6.8 Hz), 2.35-
2.15 (6H, br m), 2.00 (1H, ddd, J = 14, 9.3, 3.5 Hz), 1.85-1.75 (3H, br m), 1.70-
1.50 (8H, br m), 1.35-1.20 (20H, br m), 0.87 (9H, s), 0.09 (3H, s), 0.06 (3H, s). 
13C RMN (125 MHz) δ= 179.4, 173.8, 172.7, 164.2, 164.0, 153.4, 151.5, 151.3, 
141.7, 136.4, 134.2, 125.7, 18.0(C), 145.1, 135.1, 130.7, 121.5, 112.3, 107.4, 
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74.9, 74.5, 65.9, 52.0 (CH), 60.8, 43.4, 43.2, 36.9, 36.4, 34.3, 32.7, 30.0, 29.9, 
29.6-29.2 (ten partially overlapped signals), 25.4, 25.0(CH2), 61.6, 61.4, 56.3, 
56.2, 56.1, 25.9 (x 3), −4.3, −4.4 (CH3) 
HR ESMS m/z 966.5756 (M+H+). Calcd. para C54H84NO12Si, 966.5763. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.12a 
 
 
 
A una disolución del compuesto 4.11a (40 mg, 0.05 mmol) en CH3CN (1 
mL) se le añadió HF del 48% (20 µL, 0.5 mmol, 10 eq.). La disolución 
resultante se agitó, a temperatura ambiente y bajo atmosfera de N2, durante 3 
horas. Luego se añadió una punta de espátula de NaHCO3, se filtró y el 
disolvente se eliminó bajo presión reducida. El crudo resultante se 
cromatografió sobre gel de sílice AcOEt:MeOH (6:4) obteniéndose 20 mg 
(57%) del híbrido 4.12a como aceite amarillento. 
[α]D+5.1 (c 0.3, CHCl3). 
IR νmax 3300 br (OH, NH), 1730br, 1656 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.44 (1H, s), 7.30 (1H, d, J = 10.8 Hz), 7.20 (1H, brd, J 
~ 7 Hz, NH), 6.86 (1H, m), 6.84 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.53 (1H, s), 5.98 (1H, br 
d, J ~ 9.8 Hz), 4.80 (1H, m), 4.65 (1H, m), 4.25 (2H, m), 4.15 (1H, m), 3.96 
(3H, s), 3.93 (3H, s), 3.90 (3H, s), 3.68 (1H, m), 3.65 (3H, s), 3.30 (3H, s), 2.50 
(1H, br dd, J ~ 13.7, 6.3 Hz), 2.45-2.20 (8H, br m), 2.00-1.60 (9H, br m). 
Parte experimental 
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13C RMN (125 MHz) δ = 179.5, 173.3, 171.9, 164.6, 164.0, 153.5, 152.0, 
151.1, 141.7, 136.7, 134.3, 125.6(C), 145.6, 135.3, 130.8, 121.2, 112.7, 107.4, 
75.5, 75.0, 64.1, 52.0(CH), 61.0, 43.1, 40.4, 36.8, 34.9, 33.6, 32.1, 29.9, 29.7, 
20.8(CH2), 61.5, 61.3, 56.3, 56.1 (x 2) (CH3). 
HR ESMS m/z 698.3181 (M+H+). Calcd. para C37H48NO12, 698.3177. 
 
 
 
Síntesis del híbrido 4.12b 
 
 
El híbrido 4.12b se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis de 4.12a: 4.11b (15 mg, 0.02 mmol) en CH3CN (1 
mL); HF del 48% (8 µL, 0.2 mmol, 10 eq.). La cromatografía con AcOEt- 
MeOH (6:4) proporcionó 10 mg (67%) del híbrido 4.12b como aceite 
amarillento. 
[α]D ‒106.6 (c 0.37, CHCl3). 
IR νmax 3300 br (OH, NH), 1724 br, 1673 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.38 (1H, s), 7.29 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.89 (1H, ddd, J 
= 9.7, 5.5, 3 Hz), 6.82 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.54 (1H, s), 6.50 (1H, br d, J ~ 7 
Hz, NH), 6.02 (1H, ddd, J= 9.7, 2.5, 1 Hz), 4.80 (1H, m), 4.63 (1H, m), 4.30-
4.10 (3H, br m), 3.98 (3H, s), 3.94 (3H, s), 3.89 (3H, s), 3.64 (3H, s), 3.38 (1H, 
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m), 3.37 (3H, s), 2.52 (1H, brdd, J ~ 13.7, 6.3 Hz), 2.50-2.20 (5H, br m),2.00-
1.70 (5H, br m), 1.65-1.40 (10H, br m), 1.35-1.20 (4H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.5, 173.7, 172.6, 164.6, 164.0, 153.5, 151.3, 
151.2, 141.8, 136.4, 134.1, 125.7 (C), 145.5, 135.1, 130.8, 121.4, 112.3, 
107.4, 76.2, 75.1, 64.3, 52.0 (CH), 60.9, 43.1, 40.4, 37.0, 36.2, 34.2, 32.3, 
30.1, 29.9, 28.8, 28.6, 25.2, 24.7 (CH2), 61.6, 61.4, 56.8, 56.3, 56.2 (CH3). 
HR ESMS m/z 740.3649 (M+H+). Calcd. para C40H54NO12Si, 740.3646. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.12c 
 
 
El híbrido 4.12c se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis de 4.12a: 4.11c (40 mg, 0.04 mmol) en CH3CN (1 
mL); HF del 48% (15 µL, 0.4 mmol, 10 eq.). La cromatografía con AcOEt- 
MeOH (6:4) proporcionó 27 mg del compuesto 4.12c (84%). 
[α]D ‒19 (c 0.14, CHCl3). 
IR νmax  3300 br (OH, NH), 1737br, 1674 (C=O) cm−1 
1H RMN (500 MHz) δ =  7.37 (1H, s), 7.28 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.90 (1H, m), 
6.81 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.53 (1H, s), 6.15 (1H, br d, J ~ 7 Hz, NH), 6.03(1H, 
dt, J= 9.8, 1.5 Hz), 4.77 (1H, m), 4.67 (1H, m), 4.28 (1H, br t, J ~ 9.5 Hz),4.18 
(2H,br t, J ~ 6.6 Hz), 3.98 (3H, s), 3.95 (3H, s), 3.91 (3H, s), 3.66 (3H, s), 3.60 
Parte experimental 
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(1H, m), 3.37 (3H, s), 3.30 (1H, br s, OH), 2.52 (1H, brdd, J ~ 13.3, 6.3 Hz), 
2.45-2.15 (8H, br m),2.00 (1H,m), 1.90-1.50 (10H, br m), 1.35-1.20 (12H, br 
m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.8, 172.7, 164.4, 164.0, 153.4, 151.3, 
151.2, 141.7, 136.3, 134.1, 125.7(C), 145.3, 135.1, 130.7, 121.4, 112.3, 107.4, 
76.5, 75.0, 64.4, 52.0 (CH), 60.9, 43.0, 39.9, 37.0, 36.4, 34.3, 32.4, 30.0, 29.9, 
29.3-29.0 (x 6), 25.3, 24.9(CH2), 61.5, 61.3, 57.0, 56.3, 56.1(CH3). 
HR ESMS m/z796.4276 (M+H+). Calcd. para C44H62NO12, 796.4272. 
 
 
Síntesis del híbrido 4.12d 
 
 
 
El híbrido 4.12d se obtuvo en las mismas condiciones experimentales 
empleadas en la síntesis de 4.12a: 4.11d (22 mg, 0.023 mmol) en CH3CN (1 
mL): HF del 48% (8 µL, 0.23 mmol, 10 eq.). La cromatografía con AcOEt- 
MeOH (6:4) proporcionó 12 mg (63%) del compuesto 4.12d. 
 
[α]D ‒59 (c 0.4, CHCl3). 
IR νmax 3300 br (OH, NH), 1727 br, 1671 (C=O) cm−1. 
1H RMN (500 MHz) δ = 7.40 (1H, s), 7.29 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.89 (1H, ddd, J 
= 9.7, 5.4, 3 Hz), 6.82 (1H, d, J = 10.7 Hz), 6.60 (1H, br d, J ~ 7 Hz, NH), 6.52 
(1H, s), 6.02(1H, ddd, J= 9.7, 2.5, 1.5 Hz), 4.76 (1H, m), 4.66 (1H, m), 4.28 
(1H, br t, J ~ 9.5 Hz),4.16(2H,br t, J ~ 6.6 Hz), 3.98 (3H, s), 3.95 (3H, s), 3.90 
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(3H, s), 3.64 (3H, s), 3.60 (1H, m), 3.37 (3H, s), 3.30 (1H, br s, OH), 2.52 (1H, 
brdd, J ~ 13.3, 6.3 Hz), 2.45-2.20 (8H, br m),1.99 (1H,m), 1.85-1.50 (10H, br 
m), 1.35-1.20 (20H, br m). 
13C RMN (125 MHz) δ = 179.4, 173.8, 172.7, 164.4, 164.0, 153.4, 151.3, 
151.2, 141.7, 136.3, 134.1, 125.7(C), 145.3, 135.1, 130.7, 121.4, 112.3, 107.4, 
76.5, 75.0, 64.4, 52.0 (CH), 60.9, 43.0, 39.9, 37.0, 36.4, 34.3, 32.4, 30.0, 29.9, 
29.5-29.0 (x 10), 25.4, 24.9 (CH2), 61.5, 61.3, 57.0, 56.3, 56.1 (CH3). 
HR ESMS m/z 852.4896 (M+H+). Calcd. para C48H70NO12, 852.4898. 
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5 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CITOTÓXICA, 
ANTI-ANGIOGÉNICA Y ANTITELOMERASA DE HÍBRIDOS 
DE COLCHICINA Y COMBRETASTATINA CON DERI-
VADOS DE PIRONETINA 
5.1 DETERMINACIÓN DE LA CITOTOXICIDAD 
La capacidad antiproliferativa y citotóxica de los compuestos sintéticos se 
midió sobre las líneas celulares tumorales de adenocarcinoma de colon (HT-
29), adenocarcinoma de mama (MCF7), y la línea sana de células 
embrionarias de riñón (HEK-293). 
La determinación de los valores de IC50 (concentración de compuesto 
capaz de inhibir la proliferación del 50% de las células) se determinó mediante 
ensayo con MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) 
incubando las células con los compuestos durante tres días. El MTT (incoloro) 
se reduce por la acción metabólica de la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, a formazán (azul). Solo las células vivas son capaces de 
llevar a cabo esta reducción.  
 
Esquema 5.1. Metabolización celular del MTT. 
El formazán absorbe radiación entre 450-530 nm por lo que se puede 
medir la cantidad de formazán formado mediante un colorímetro o lector de 
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microplacas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 
formazán producido. Después del tratamiento de datos con el programa 
GraphPad Prism4 se obtienen los valores de IC50 como concentraciones de 
compuesto capaces de inhibir el 50% de las células (IC50). 
5.1.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
En la Figura 5.1 se dibujan las estructuras de los compuestos 3.1a-3.1d, 
ent-3.1a-ent-3.1d y 3.31a-3.31d que se han sintetizado en la presente Tesis y 
en la Tabla 5.1 se reúnen los valores de IC50 de estos compuestos. En la 
misma tabla se muestran también los coeficientes α y β que se obtienen al 
dividir los valores de IC50 de la línea celular embrionaria sana entre los de 
cada línea tumoral. Estos valores indican la capacidad de inhibir 
selectivamente la proliferación de células tumorales frente a células sanas. 
Cuanto mayor es el valor del coeficiente mayor es el margen de seguridad 
citotóxica de los compuestos. 
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N
NN O
O
MeO
MeO
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O
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N
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MeO
MeO
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O
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3.31b n=6
3.31c n=9
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Figura 5.1. Estructuras de los compuestos 3.1a-3.1d, ent-3.1a-ent-3.1d y 3.31a-
3.31d. 
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Tabla 5.1. Valores de IC50 y coeficientes de selectividad. 
Compuesto IC50 (µM) 
Coeficientes de 
selectividad 
HT-29 µM MCF-7 µM HEK-293 µM αa βb 
pironetina 8±2 8±3 46±6 5,75 5,75 
CA-4 4,2±0,5 1,0±0,2 25±3 5,95 25,00 
DHP 25±12 2,5±0,4 >100 >4 >40 
3.1a 40±2 40,0±0,3 1,7±0,3 0,04 0,04 
3.1b 8±1 39±3 9,3±0,2 1,2 0,03 
3.1c 9±1 29±6 4,5±0,3 0,5 0,2 
3.1d 22±3 66±4 16±1 0,7 0,2 
ent-3.1a 9,3±0,8 20±5 34±10 3,7 1,7 
ent-3.1b 11±1 32±4 40±1 3,6 1,25 
ent-3.1c 17,5±0,1 13±3 13±3 0,7 1 
ent-3.1d 8±3 37±3 2,6±1,3 0,3 0.07 
3.31a 24,0±0,2 23±6 30±5 1,2 1,3 
3.31b 8±1 7±2 21±4 2,6 3 
3.31c 17,3±0,4 20±3 40±5 2,3 2 
3.31d 0,40±0,05 63±2 32±10 80 0,5 
α
 α = IC50 (HEK293)/ IC50 (HT-29).b  β = IC50 (HEK293)/ IC50 (MCF7) 
  
DHP (dihidroxipiranona) se refiere al compuesto mostrado en el Esquema 
5.2, que se obtuvo a partir del compuesto 3.27 mediante desililación con HF 
acuoso del 48%, tal y como se indica a continuación: 
 
Esquema 5.2. Síntesis de DHP. 
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Las citotoxicidades de los híbridos de CA-4 están en el orden micromolar y 
son ligeramente más citotóxicos en la línea HT-29 que en la MCF-7. El híbrido 
que presenta mayor citotoxicidad en la linea HT-29 es el 3.31d. El híbrido que 
presenta mayor citotoxicidad en la línea MCF-7 es el 3.31b. Los coeficientes 
de selecividad más altos los presentan los compuestos 3.31d (α= 80) y  3.31b 
(β= 3). Los compuestos que combinan buenos valores de α y β son ent-3.1a y 
ent-3.1b. La pironetina, CA-4 y el análogo DHP presentan elevados valores de 
selectividad. 
En la Figura 5.2 se dibujan las estructuras de los compuestos 4.9a-4.9d, 
4.10a-4.10d y 4.12a-4.12d que se han sintetizado en la presente Tesis y en la 
Tabla 5.2 se reúnen los valores de IC50 de estos compuestos y los coeficientes 
α y β de los compuestos sintéticos. 
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Figura 5.2. Estructuras de los compuestos 4.9a-4.9d, 4.10 a-4.10d y 4.12a-4.12d. 
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Tabla 5.2. Valores de IC50 y coeficientes de selectividad. 
Compuesto 
IC50 (µM) Coeficientes de 
selectividad 
HT-29 µM MCF-7 µM HEK-293 µM α β 
colchicina 0,05±0.003 0,012±0.007 0,005±0.001 0,10 0,04 
4.9a 21±6 0,7±0,2 6±2 0,29 8,71 
4.9b 20±8 0,29±0,24 33±24 1,63 112,28 
4.9c 18±3 0,33±0,18 1,40±0,95 0,08 4,24 
4.9d 8±5 0,6±0,3 0,44±0,09 0,06 0,73 
4.10a 65±15 19±1 0,4±0,3 0,01 0,02 
4.10b 40±6 12±5 0,7±0,2 0,02 0,06 
4.10c 40±6 0,3±0,2 24±10 0,60 80,00 
4.10d 30±19 0,5±0,1 0,5±0,1 0,02 1,00 
4.12a 7±1 36±7 14±3 1,94 0,39 
4.12b 3,8±0,7 9±3 7±1 1,84 0,74 
4.12c 31±11 60±1 3,8±0,6 0,12 0,06 
4.12d 1,4±0,8 28±0,1 2±1 1,64 0,08 
α
 α = IC50 (HEK293)/ IC50 (HT-29).b  β = IC50 (HEK293)/ IC50 (MCF7) 
Las citotoxicidades de los híbridos de colchicina están en el rango 
micromolar para las tres líneas celulares. El híbrido de colchicina que presenta 
mayor citotoxicidad en la línea HT-29 es 4.12d, y los que presentan mayor 
citotoxicidad, del orden micromolar bajo, en la línea MCF-7 son los híbridos 
4.9b, 4.9c y 4.10c. La colchicina exhibe citotoxicidades del orden nanomolar. 
Los coeficientes de selectividad más elevados los presentan los compuestos 
4.12a (α= 1.94) y 4.9b (β= 112,28). 
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5.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIANGIOGÉNICA 
La angiogénesis o neovascularización se define como el proceso de 
formación y crecimiento de nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos 
preexistentes. El proceso de neovascularización tiene lugar en cuatro etapas:  
a) En primer lugar se produce la destrucción de la membrana basal de los 
tejidos. 
b) Los factores angiogénicos provocan la migración de las células 
endotelilales. 
c) Las células endotelilales proliferan y se estabilizan. 
d) Los factores angiogénicos mantienen el proceso en su posición de 
encendido.  
Las células cancerosas que no reciben aporte sanguíneo crecen hasta un 
volumen de 1-2 mm3 y luego paran su crecimiento. El aumento de tamaño se 
produce cuando la vascularizacíón permite el aporte de sangre y nutrientes a 
las células cancerosas.302 
Las células vasculares endoteliales se dividen, aproximadamente, cada 
1.000 días.303 La angiogénesis está regulada por moléculas activadoras e 
inhibidoras y se estimula cuando el tumor requiere nutrientes y oxígeno (véase 
la Figura 5.3).304 
Activadores Inhibidores
Angiogenesis apagada (switch of f )
Activadores
Inhibidores
Angiogenesis encendida (switch on)
 
Figura 5.3. Apagado (switch off) y encendido (switch on) de la angiogénesis. 
                                               
302
 (a) Holmgren, L.; O'Reilly, M. S.; Folkman, J. Nat Med. 1995, 1, 149-153.(b) Parangi, S.; 
O'Reilly, M.; Christofori, G.; et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1996, 93, 2002-2007. 
303
 Denekamp, J. Br. J. Radiol. 1993, 66, 181-196. 
304
 Dameron, K. M.; Volpert, O. V.; Tainsky, M. A.; et. al. Science.1994, 265, 1582-1584. 
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Se han identificado más de una docena de proteínas diferentes que 
participan en la angiogénesis, tales como el factor de crecimiento vascular 
endotelial VEGF, el factor de crecimiento básico de fibroblastos bFGF, la 
angiogenina, los factores transformantes de crecimiento  TGF-α y TGF-β, el 
factor de necrósis tumoral TNF-α, el factor de crecimiento endotelial derivado 
de plaquetas, el factor estimulante de colonias de granulocitos, el factor de 
crecimiento placental, la interleukina-8, el factor de crecimiento de hepatocitos 
y el factor de crecimiento epidermal. 
Las células tumorales sobreexpresan VEGF,305 familia de proteínas que 
junto a sus receptores (VEGFR) son potentes reguladores de la angiogénesis 
en los tejidos tumorales.306 El proceso de señalización se encuentra mediado 
por uniones de los VEGF con sus receptores VEGFR, con actividad tirosina-
quinasa, que se localizan en la superficie de las células endoteliales 
vasculares y en células derivadas de la medula ósea. Las células endotelilales 
activadas por VEGF producen metaloproteinasas de matriz (MMPs) 
provocando la ruptura de la matriz extracelular que llena el espacio intercelular 
compuesto de proteína y polisacáridos.307 Este proceso de ruptura de la matriz 
intersticial permite la migración de las células endoteliales, que empiezan a 
dividirse y a migrar a los tejidos circundantes, donde forman tubos huecos que 
se convierten en redes de vasos sanguíneos con la ayuda de factores de 
adhesión, como las integrinas α y β.308  
                                               
305
 (a) Masood, R.; Cai, J.; Zheng, T.; Smith, D. L.; Hinton, D. R.; Parkash, S. Blood 2001, 98, 
1904-1913. Zhy, Z.; Witte, L. Invest. New. Drugs 1999, 17, 195-121. (b) Harmev, J. H. VEGF 
and Cancer Ed. Lands Bioscience. Kluwer Academic/Plenum Publishers: Georgetown, Texas. 
2004. 
306
 (a) Folkman, J. N. Engl. J. Med. 1971, 285, 1182-1186. (b) Folkman, J. J. Natl. Cancer Inst. 
1990, 82, 4-6. (c) Folkman, J. Nat. Med. 1995, 1, 27-31. (d) Folkman, J. N. Engl. J. .Med. 1995, 
333, 1757-1763. (e) Ferrara, N. Semin. Oncol. 2002, 29, 10-14. (f) Carmeliet, P.; Collen, D. Curr. 
Top. Microbial Immunol. 1999, 237, 133-158. 
307
 (a) Nelson, A. R.; Fingleton, B.; Rothenberg, M. L.; et al. J. Clin. Oncol. 2000, 18, 1135-1149. 
(b) Waldner, M. J.; Neurath, M. F. Expert Opin. Ther. Targets 2012, 16, 5-13. (c) De Bock, K.; 
Mazzone, M.; Carmeliet, P. Nature Rev. Clin. Oncol. 2011, 8, 393-404. (d) Casanovas, O. 
Nature, 2012, 484, 44-46 
308
 Nishida, N.; Yano, N.; Nishida, T.; Kamura, T.; Kojiro, M. Vasc. Health Risk Manag. 2006, 2, 
213-219. 
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Cuando su regulación es normal, el VEGF contribuye al remodelamiento 
vascular durante el ciclo ovárico, la implantación embrionaria y la cicatrización. 
La regulación inadecuada del VEGF (angiogénesis activada) permite el 
crecimiento tumoral, estando también relacionada con patologías como la 
psoriasis, la artritis reumatoide, la retinopatía diabética y la diabetes mellitus. 
Dentro de la familia de los VEGF, el VEGF-A, el VEGF-B, el VEGF-C y el 
VEGF-E son los que causan la proliferación de los vasos sanguíneos, 
mientras que el VEGF-C y el VEGF-D están implicados en la linfangiogénesis.  
El VEGF-A es una glicoproteína homodimérica de 45 KDa que está 
codificada por un solo gen organizado en ocho exones separados por siete 
intrones.309 Se presenta en cinco isoformas diferentes: VEGF121, VEGF145, 
VEGF165, VEGF189, y VEGF206, generadas como resultado del procesamiento 
alternativo del ARNm. El VEGF-A165, la isoforma predominante del VEGF-A, es 
una molécula cargada positivamente que se une a la heparina. El VEGF-A145 y 
el VEGF-A183 son las variantes menos frecuentes. De las cinco isoformas, las 
de menor tamaño, VEGF121, VEGF145, y VEGF165, pueden ser secretadas 
desde la célula tumoral de forma eficaz y son las responsables de inducir un 
efecto mitogénico en las células endoteliales. Por otra parte, las isoformas 
VEGF189, y VEGF206 se concentran en el citoplasma de la célula tumoral. 
Las distintas isoformas del VEGF-A incrementan la permeabilidad 
vascular, estimulan la proliferación y migración de células endoteliales (ECs), 
proveen a dichas células con señales de supervivencia y anti-senescencia y 
además promueven la neuroprotección en desórdenes isquémicos. 
Como se ha indicado anteriormente, los VEGF se unen con alta afinidad a 
receptores específicos denominados (VEGFR), que tienen actividad tirosina-
quinasa (RTKs). Estos receptores se localizan en la superficie de las ECs 
vasculares y en la superficie de células derivadas de la médula ósea. La 
estructura de estos receptores está formada por:310 
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1) Siete dominios homólogos a inmunoglobulina (dominios Ig-like), 
colocados en la parte extracelular. 
2) Una región transmembranal (TM).  
3) Un dominio yuxtamembranal (JM). 
4) Un dominio intracelular de señalización con actividad tirosina quinasa 
(KD), que está dividido por una inserción de quinasa (KI) y acaba en la parte 
carboxi-terminal.  
En la Figura 5.4 se representa esquemáticamente la unión de VEGF-A a 
sus receptores.  
 
Figura 5.4. Unión de VEGF-A a sus receptores. 
 
El VEGF-A emplea sitios de unión simétricos en cada polo del dímero para 
unirse tanto al VEGFR-1 como al VEGFR-2 y puede inducir heterodímeros 
entre estos dos receptores.311  Al igual que otros RTKs, los receptores VEGFR  
dimerizan y experimentan trans-autofosforilación después de la unión al 
ligando, desencadenando una cascada de señalización mediante fosforilación 
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de distintas proteínas, como la proteína-quinasa C (PKC), la fosfolipasa C-
gamma (PLC-γ), el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la sintasa de óxido 
nítrico endotelial (eNOS) y el blanco de rapamicina en mamíferos (mTOR). La 
fosforilación del domino quinasa de los VEGFR regula mecanismos 
involucrados en los procesos de angiogénesis.312 
De VEGF-B se conocen dos isoformas, el VEGF-B167 y el VEGF-B186, cada 
una con 167 y 186 residuos de aminoácidos, respectivamente. La expresión 
del VEGF-B no está regulada por hipoxia. El VEGF-B estimula ligeramente la 
proliferación celular y es un ligando tanto para el VEGFR-1 como para la NRP-
1 (Neuropilin Receptor-1), que actúa como co-receptor de los VEGFR. El 
VEGF-B se expresa en tejidos humanos normales, principalmente en el 
miocardio en desarrollo, pero también se expresa en tumores humanos 
benignos y malignos.313 
El VEGF-C es un potente factor de permeabilidad, aunque es 4-5 veces 
menos potente que el VEGF-A. Se sintetiza como dímero pre-péptido 
(proteínas que requieren procesamiento post-traduccional) con un tamaño de 
61 KDa por subunidad. La subsiguiente maduración proteolítica forma un 
homodímero de 21 KDa. Tanto las formas maduras del VEGF-C como las 
parcialmente procesadas se unen al VEGFR-3 con gran afinidad, mientras que 
solo las formas completamente procesadas se unen al VEGFR-2. El VEGF-C 
estimula la migración y proliferación de células endoteliales. Su unión al 
VEGFR-3 regula la señalización del VEGFR-2 actuando de manera sinérgica 
con el VEGF-A. Además, está asociado a las células neuroendócrinas (NE), 
aunque sin participación aparente en el desarrollo de la vasculatura del 
sistema neuroendocrino. 
El VEGF-D es un mitógeno para las células endoteliales y un ligando tanto 
para el VEGFR-2 como para el VEGFR-3. Este factor es un compuesto 
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linfangiogénico de menor potencia que el VEGF-C, que parece estar sub-
expresado durante el desarrollo, así como después de la organogénesis. 
El VEGF-E fue descubierto en el genoma del parapoxivirus Orf (cepa NZ-
7), un virus de cadena lineal doble de ADN que causa dermatitis pustular 
contagiosa en ovejas, cabras y ocasionalmente en seres humanos. El VEGF-
E, también nombrado como VEGForf, carece del dominio de unión a heparina 
que si presenta el VEGF-A. EL VEGF-E se une y activa específicamente al 
VEGFR-2, resultando en un efecto mitogénico y en actividad de permeabilidad 
vascular similar al producido por el VEGF-A165.  
5.2.1 ESTUDIO DE LA INHIBICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL VEGF 
MEDIANTE ENSAYO ELISA  
El estudio de la inhibición de la producción de VEGF se llevó a cabo 
empleando células humanas de adenocarcinoma de colon (HT-29). 
Para el estudio de la inhihición de la producción de VEGF se seleccionaron 
los compuestos sintéticos en función de los resultados de proliferación celular 
y de los coeficientes de selectividad (véase el apartado 5.1 de este capítulo). 
Los compuestos seleccionados para el estudio de la inhibición de VEGF 
fueron los derivados de CA-4 3.1c, 3.1d, ent-3.1a, ent-3.1c, 3.31a, 3.31c 
(véase la Figura 5.1), el análogo de pironetina DHP y los derivados de 
colchicina 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c (véase la Figura 5.2). Además, también se 
evaluaron los productos naturales combretastatina, pironetina y colchicina. 
En primer lugar se procedió a determinar la cantidad de VEGF que las 
células segregaban al medio de cultivo después de ser tratadas con el 
correspondiente compuesto durante 72 h. La determinación se llevó a cabo 
mediante el ensayo ELISA (Enzyme Linked-Inmuno-Sorbent Assay) del 
siguiente modo (véase la Figura 5.5). 
 1) Una alícuota del medio de cultivo en que se han incubado las células, 
tratadas previamente con el correspondiente compuesto, se añade sobre un 
anticuerpo policlonal inmovilizado, que reconoce y se une al VEGF humano, 
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formándose un complejo anticuerpo-antígeno que queda inmovilizado en el 
soporte sólido.  
2) El complejo anticuerpo-antígeno se trata con un anticuerpo monoclonal 
biotinilado, que se une al VEGF inmovilizado en el soporte sólido formando un 
complejo tipo 'sándwich'. 
3) Se añade una enzima de tipo peroxidasa conjugada con la 
estreptavidina, una proteína aislada de la bacteria Streptomyces avidinii que 
presenta una elevada afinidad por la biotina. Esta elevada afinidad es la que 
permite anclar la enzima peroxidasa al anticuerpo biotinilado del conjugado 
formado por los dos anticuerpos y el VEGF. 
4) Se añade una disolución acuosa de tetrametilbencidina (TMB incolora), 
que es oxidada por la enzima peroxidasa a la correspondiente diimina de color 
amarillo (véase el Esquema 5.3).314 La medida de la absorbancia de la 
disolución coloreada es directamente proporcional a la concentración del 
VEGF presente en la muestra. 
 
Figura 5.5. Fases del ensayo ELISA. 
 
 En el esquema 5.3 se indica la reacción de conversión de la 
tetrametilbencidina en diimina mediante oxidación con la peroxidada.  
 
  
                                               
314
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Esquema 5.3. Oxidación de la tetrametilbencidina a diimina. 
5.2.2  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
La secreción de VEGF mediante el test ELISA se midió sobre 100.000 
células tumorales después de ser incubadas durante 72 h con los diferentes 
compuestos a una concentración de 5 µg/mL. Se consideró como control 
aquellas células que se incubaron durante tres días en presencia de la misma 
cantidad de DMSO que la empleada para disolver los compuestos ensayados. 
En la Figura 5.6 se representan los valores de VEGF (pg/mL) normalizados al 
número de células tratas para cada uno de los compuestos. 
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Figura 5.6. Cantidad de VEGF secretada al medio de cultivo a las 72h. 
En la Tabla 5.3 se presenta el porcentaje de inhibición de la secreción de la 
proteína VEGF en las células HT-29 para cada uno de los compuestos.  
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Tabla 5.3 Porcentajes de inhibición del VEGF de pironetina, colchicina, CA-4 e híbridos CA-4. 
Código Compuesto % inhibición de VEGF 
CA-4 
 
52 
Pironetina 
 
50 
Colchicina 
MeO
MeO
MeO
O
OMe
N
H
O
 
60 
DHP 
 
7 
3.1c 
 
4 
3.1d 
 
37 
ent-3.1a 
 
16 
ent-3.1c 
 
5 
3.31a 
 
16 
3.31c 
 
11 
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Tabla 5.4. Porcentaje de inhibición de VEGF de híbridos de colchicina. 
Código Compuesto % inhibición de VEGF 
4.9a 
 
55 
4.9c 
 
36 
4.12a 
 
56 
4.12c 
 
56 
Estos resultados ponen de manifiesto que: 
a) La combretastatina A-4 tiene una actividad similar a la pironetina 
inhibiendo la producción de VEGF a la mitad. 
b) La propia colchicina y alguno de sus derivados, como 4.12a y 4.12c, son 
los compuestos más activos, ya que son capaces de disminuir la 
producción de VEGF en la célula tumoral entre un 56-60%. 
c) El análogo de pironetina DHP no posee apenas capacidad para inhibir la 
secreción del VEGF en las células HT-29. En los híbridos de 
combretastatina la actividad observada es inferior a la de la propia 
combretastatina libre, lo que pone de manifiesto que la capacidad 
inhibidora de la combretastatina ha sido reducida por la presencia en la 
estructura de la unidad de pironetina. 
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d) Los híbridos de colchicina presentan una actividad, en general, elevada, 
manteniéndose en el mismo nivel que el de la colchicina. En este caso, 
podemos considerar que el segmento de colchicina compensa la baja 
actividad del fragmento de pironetina. 
5.2.3   INHIBICIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL GEN QUE CODIFICA EL VEGF 
MEDIANTE RT-QPCR  
La angiogénesis es un proceso estrictamente regulado por factores de tipo 
angiogénico (estimulante) y angiostático (inhibidor) que modulan, entre otros, 
la expresión del VEGF. Algunos de ellos (por ejemplo HIF-1, AP-1, c-Myc, Sp-
1) son factores de transcripción, proteínas que se unen al gen promotor del 
VEGF e inician y activan directamente la transcripción del gen. Otros, las 
citoquinas, son agentes que activan a los factores de transcripción mediante 
diferentes vías de señalización celular. Las mutaciones de ciertos oncogenes 
como V-SCR y bcl2 y los genes supresores de tumores (VHL) también pueden 
provocar un incremento indirecto en la transcripción del gen VEGF.315 
Una forma indirecta de medir la expresión de un gen es mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica fue desarrollada en 
1984 por Kary Mullis y causó una revolución en la ciencia. El objetivo de la 
PCR es obtener un gran número de copias de un fragmento de ADN, 
partiendo de una única copia de un fragmento plantilla, que puede ser de 
hebra simple o doble. La PCR se realiza por ciclos de temperatura, así, en 
primer lugar se aplican temperaturas de alrededor de 95°C para separar las 
hebras del ADN de doble cadena, a continuación la temperatura se reduce 
aproximadamente a 60°C, para que los cebadores o primers reconozcan el 
fragmento plantilla y, finalmente, la temperatura se eleva a 72° C para que la 
enzima polimerasa extienda los cebadores mediante la incorporación de los 
nucleótidos correspondientes. 
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Una variación de la PCR convencional es la PCR cuantitativa en tiempo 
real (RT-QPCR), que es altamente sensible y especifica. En los últimos años 
se ha convertido en un método ampliamente usado para cuantificar la 
expresión génica. Esta técnica permite recoger la cantidad de ADN presente 
en cada ciclo combinando así la amplificación y la detección en un solo paso. 
La PCR en tiempo real requiere el uso de especies fluorescentes que 
generen una señal que refleje la cantidad de producto formado. Durante los 
primeros ciclos de la PCR en tiempo real, la señal es débil y no puede 
distinguirse. A medida que el producto se acumula, la señal se incrementa 
exponencialmente hasta llegar a la saturación. El equipo de PCR en tiempo 
real se encuentra conectado a un ordenador y mediante un software 
específico permite visualizar curvas exponenciales (Figura 5.7). 
A continuación se describen las fases de la técnica RT-QPCR:  
a) Fase lineal, caracterizada porque la fluorescencia no alcanza el mínimo 
del medio circundante y no puede ser detectada. En esta etapa se calcula la 
línea base.  
b) Fase exponencial, empieza en el momento en que la fluorescencia 
alcanza un umbral que supera el mínimo del medio circundante 
(aproximadamente 10 veces la línea base) y continúa durante el período de 
amplificación óptima de la PCR. 
c) Fase de meseta, en la que la polimerasa alcanza su punto de saturación 
y la fluorescencia se mantiene constante. 
Las curvas de PCR en tiempo real se separan en el mismo momento en 
que pasan el umbral y se inicia la fase de crecimiento exponencial, lo que 
refleja la diferencia en las cantidades iniciales de gen en cada reacción. El 
número de ciclos requerido para que la curva pase el umbral con un nivel de 
fluorescencia en particular se denomina CT y es el que permite cuantificar la 
expresión génica. El valor CT se correlaciona con la concentración del 
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producto de ADN amplificado.316 Así, el valor CT es inversamente proporcional 
a la cantidad de ADN presente en una muestra, lo que significa que una alta 
concentración de ADN tendrá un valor CT menor.317  
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Figura 5.7. Fases de la RT-qPCR. 
 
La técnica de PCR en tiempo real usa varias tecnologías para liberar la 
fluorescencia. El equipo empleado para nuestros ensayos emplea la sonda de 
hidrólisis basada en la química de TaqMan. Este tipo de sonda fue 
inicialmente desarrollada por Roche y Applied Biosystems. Es una sonda de 
entre 20 y 30 nucleótidos que se encuentra marcada con un fluoróforo (FAM o 
VIC) en el extremo 5' y un amortiguador o quencher (TAMRA) en el extremo 3' 
que absorbe la energía de excitación del fluoróforo (Figura 5.8). La 
fluorescencia del compuesto se ve reducida por el quencher mediante FRET 
(Transferencia de energía por resonancia de fluorescencia) cuando la sonda 
se mantiene intacta. Cuando la sonda hibrida a una secuencia interna del c-
ADN molde y comienza la etapa de amplificación, la sonda se degrada por la 
acción de la 5’-exonucleasa de la ADN polimerasa y se separa el quencher del 
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fluoróforo, lo que conlleva la emisión de una mayor fluorescencia. Como el 
compuesto fluorescente y el quencher se encuentran espacialmente alejados, 
la fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector. 318 
 
 
Figura 5.8. Fundamento de las sondas TaqMan. 
 
La expresión de un gen se puede cuantificar con la ayuda de métodos 
especializados como PCR en tiempo real. Se puede detectar mARNs 
específicos ya que el número de moléculas por célula de ARNm copiado a 
ADNc por transcripción inversa, se correlaciona con el nivel de síntesis de la 
proteína correspondiente. La técnica de cuantificación relativa se utiliza para 
obtener la magnitud de los niveles de expresión genética de un gen en estudio 
en comparación con uno o más genes de referencia. La expresión de los genes 
de referencia o housekeeping debe ser constante en las células estudiadas, es 
por eso que se usan genes que codifican enzimas necesarias para el 
metabolismo básico celular que se están expresando continuamente, es decir, 
se expresan de forma constitutiva. La eficiencia de una PCR es la capacidad de 
la reacción de duplicar el número de copias de las cadenas de ADN en cada 
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ciclo.319 La eficiencia se determina con una curva de calibración, realizada con 
diluciones seriadas de una concentración de ADN conocida y sus valores de 
CT. La eficiencia se calcula a partir de la pendiente de la curva de calibrado 
según la siguiente expresión matemática: 
 
E=10 [-1/pendiente] – 1 
 
La eficiencia debe ser próxima al 100%. La cuantificación de ADN por 
medio de RT-QPCR puede ser absoluta o relativa. En la cuantificación 
absoluta, la curva de calibración es utilizada para determinar la concentración 
de ADN en una muestra, puesto que dicha concentración se infiere según el 
valor de CT encontrado. 
En cuanto a la cuantificación relativa de la expresión genética existen dos 
métodos que son ampliamente utilizados: 
a) El método ∆CT en el que se determina la concentración de ADN de un 
gen de interés (gen X) en relación con un gen de referencia (gen endógeno). 
En este tipo de cuantificación, se usa la curva de calibración como control de 
calidad y la eficiencia de la reacción como factor de corrección. La 
concentración de ADN en una muestra se determina calculando un valor de 
∆CT, que corresponde a la diferencia entre los valores de CT del gen de interés 
y el de referencia.  
El modelo de ∆Ct establece una relación entre la cantidad inicial del gen X 
respecto al de gen de referencia R, donde XN es la cantidad normalizada del 
gen X, EX es la eficiencia del gen X, ER es la eficiencia del gen de referencia, 
CT,X es el ciclo CT del gen X y CT,R es el ciclo CT del gen de referencia. En 
general la ecuación que determina la expresión matemática normalizada es la 
siguiente: 
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b) El método ∆∆CT se emplea cuando se quiere comparar la expresión de 
un determinado gen en células que han recibido un determinado tratamiento 
respecto a las células sin tratar. En este método se calcula el índice RQ, que 
indica las veces que se expresa el gen X cuando las células son tratadas, 
respecto a las no tratadas. Existen dos modelos matemáticos diferentes 
dependiendo de si la eficiencia de la reacción es la misma o no para el gen a 
determinar X y el gen de referencia. 
b.1) Cuando la eficiencia de los genes es la misma se calcula el índice 
RQ, que indica las veces que se expresa el gen X cuando las células son 
tratadas respecto a las no tratadas. En el cálculo matemático se comparan 
directamente los CTs del gen X y el gen endógeno (∆CT) en cada tratamiento, 
y posteriormente, se comparan los ∆CT de la muestras tratada con respecto a 
la muestra no tratada (control o blanco).320 
 
∆CT =CT (gen X) - CT (gen endógeno) 
∆∆CT = ∆CT (muestra tratada) - ∆CT (blanco) 
RQ = 2 -∆∆CT 
 
b.2) Cuando la eficiencia del gen X cuya expresión se quiere determinar y 
la del gen de referencia no es la misma, el valor de RQ se calcula según la 
siguiente ecuación matemática: 
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Donde la cantidad de ADN se obtiene de extrapolar el valor de CT en la 
recta de calibrado realizada para el cálculo de la eficiencia para el gen X:  
pte
-bx)T(C
10  (ADN)
b  (ADN) Log pte )(C
x
xxT
=
+⋅=
 
5.2.4  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las células de adenocarcinoma de colon HT-29 se trataron con cada uno 
de los compuestos seleccionados a concentraciones de 5 µg/mL durante 48 h. 
A continuación, se recogieron las células, se extrajo su ARN y éste se 
retrotranscribió a ADN-complementario.  
El ADN procedente de cada muestra se amplificó mediante RT-QPCR 
utilizando como cebadores secuencias comercialmente accesibles para la 
amplificación del gen que codifica el VEGF y del gen que codifica la β-actina 
como control endógeno.  
Se consideraron como blanco las células tratadas con la misma cantidad 
de DMSO que la empleada para disolver los compuestos ensayados. 
Los compuestos escogidos para este estudio fueron DHP, 3.1d, ent-3.1a, 
ent-3.1c, 3.31a, 3.31c, 4.9a, 4.9c, 4.12a y 4.12c, los mismos que se 
seleccionaron para el estudio de producción exógena de VEGF con ensayo 
ELISA.  
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La eficiencia en la amplificación del gen de VEGF y el de la β-actina es del 
100% en ambos casos, por lo que, después de amplificar el gen objeto de 
estudio (VEGF) junto con el gen endógeno (β-actina), se cuantificaron los 
resultados obtenidos a partir de los valores de CT (numero de ciclos) mediante 
el método de ∆∆Ct, tal y como se ha detallado en el apartado anterior. Los 
resultados se expresan en función del valor de RQ = 2 -∆∆CT. 
 
 
Figura 5.9 Valores de RQ en porcentaje de expresión del gen VEGF. 
Todos los compuestos a excepción del compuesto ent-3.1c exhiben una 
menor expresión del gen VEGF respecto al blanco. Los mejores valores de 
expresión del gen se obtienen para los derivados de colchicina 4.12c (7%), 
4.9a (6%) y 4.9c (3%) y para la colchicina (4%). 
Los híbridos de combretastatina y pironetina simplificada expresaron sólo 
entre el 40% y el 50% del gen mientras que los híbridos de combretastatina y 
DHP demostraron ser menos activos, inhibiendo la expresión génica entre un 
20% y un 15%.  
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En la Tabla 5.5 se expresan los porcentajes de inhibición del gen VEGF y a 
su vez se comparan con los porcentajes de inhibición de la producción 
exógena de la proteína VEGF obtenidos en el ensayo ELISA. 
Tabla 5.5. Comparación de porcentajes de inhibición de VEGF. 
Código 
% inhibición 
gen VEGF 
% inhibición de 
secreción de 
VEGF 
CA-4 60 52 
pironetina 48 50 
colchicina 96 60 
DHP 56 7 
3.1c 40  4 
3.1d 50 37 
ent-3.1a 55 16 
ent-3.1c 0  5 
3.31a 22 16 
3.31c 14 11 
4.9a 94 55 
4.9c 97 36 
4.12a 30 56 
4.12c 93 56 
 
Para estudiar la relación que existe entre la cantidad de VEGF secretado y 
el de expresión génica, se ha representado el porcentaje de VEGF secretado 
frente al porcentaje de gen VEGF expresado (véase la Figura 5.10). Los 
porcentajes se han calculado respecto a la cantidad obtenida en células no 
tratadas. En esta representación se observa un modelo de distribución lineal 
para la combretastatina A-4, la pironetina, y la mayor parte de los derivados de 
combretastatina, ent-3.1c, 3.1d, 3.31a y 3.31c. El ajuste lineal de estos datos 
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muestran una recta con una pendiente próxima a 1, lo que sugiere que estos 
compuestos son capaces de regular la producción del VEGF a nivel 
transcripcional.321 En estos casos se podría deducir que los compuestos 
naturales, pironetina y combretastatina consiguen reducir la producción del 
VEGF a la mitad mediante la inhibición de la expresión del gen y, en este 
sentido, son más activos que los híbridos sintetizados que siguen el mismo 
mecanismo de acción (ent-3.1c, 3.1d, 3.31a y 3.31c). 
 
Figura 5.10. Relación entre el porcentaje de VEGF secretado y porcentaje de gen 
VEGF expresado.  
Por otra parte, la colchicina, el compuesto DHP, los híbridos de pironetina 
3.1c y ent-3.1a y los híbridos de colchicina 4.9a, 4.9c 4.12a y 4.12c no siguen 
la relación de linearidad acabada de describir. Esto sugiere que dichos 
compuestos regulan la expresión del VEGF a través de un mecanismo 
diferente. En estos casos, se observa una mayor disminución en la expresión 
génica que en la secreción de la proteína al medio de cultivo. Esto puede ser 
debido a que estos compuestos controlan la producción del VEGF a nivel post-
                                               
321
 (a) Luo, H.; Jiang, B.-H.; King, S. M.; Chen Y. C. Nutr. Cancer, 2008, 60, 800-809. (b) 
Hollborn, M.; Stathopoulos, C.; Steffen, A.; Wiedermann, P.; Kohen, L.; Bringmann, A. Invest. 
Opht. Vis. Sci. 2007, 48, 4360-4367. 
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transcripcional y/o post-traduccional, por lo que el nivel de expresión génica no 
puede utilizarse para predecir la producción de la proteína.  
En este sentido, cuando las células son tratadas con colchicina, 4.9a, 4.9c 
y 4.12c ven reducida la expresión del gen VEGF más de un 95%, sin 
embargo, mantienen la secreción de la proteína en un 50%. Una posible 
explicación a estas observaciones sería que estos compuestos activarían la 
proteolisis de las isoformas más pesadas VEGF206 y VEGF189, que se 
acumulan en el citoplasma celular, lo que conduciría a la generación de las 
isoformas más ligeras, como VEGF165, que sí pueden ser secretadas al medio 
de cultivo, manteníendose así el nivel de secreción de la proteína VEGF más 
alto que el nivel de expresión génica. 
Para comprobar esta hipótesis se decidió medir los valores de proteína 
VEGF secretada al medio, después de incubar las células durante 96 h. 
En la Figura 5.11 se representan los valores de VEGF (pg/mL) después de 
96 h, normalizados al número de células tratadas para cada uno de los 
compuestos  
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Figura 5.11. Cantidad de VEGF secretada al medio de cultivo a las 96 h. 
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Si se comparan estos datos con los obtenidos con un período de 
incubación de 72 h (Figura 5.6), se observa que los derivados de colchicina 
4.9c y 4.12c disminuyen la producción de VEGF exógeno, del 64% al 37% y 
del 44% al 26% respectivamente. Estos valores correlacionan mejor con los 
porcentajes de expresión del gen VEGF, aunque todavía están lejos de la 
correlación lineal. Se podría concluir de este experimento que las isoformas 
más pesadas de VEGF, almacenadas en el citoplasma, sirven de stock para la 
producción del VEGF165 y que al aumentar el tiempo de incubación, estando 
inhibido el gen por la presencia del compuesto, la liberación de VEGF165 es 
menor porque disminuye la reserva citoplasmática de las isoformas más 
pesadas del VEGF. 
5.3 ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA TELOMERASA MEDIANTE 
TÉCNICA DE QPCR 
La telomerasa es una ribonucleoproteína que se encarga de inhibir el 
envejecimiento celular y mantiene la longitud de los telómeros después de 
cada duplicación. Esta enzima se muestra inactiva en la mayoría de células 
somáticas y aparece reactivada en células cancerígenas.322 La actividad de la 
telomerasa, es dependiente de su subunidad catalítica htert (telomerasa 
transcriptasa reversa).323 Hahn y col.324 afirman que una expresión ectópica de 
HTERT con dos oncogenes (oncoproteína simian-virus-40-large-T y el alelo 
oncogénico de RAS) provoca una conversión tumorogénica directa del epitelio 
normal humano y de células fibroblásticas. También se ha observado, tanto en 
células normales como en células proliferativas, una correlación entre la 
actividad de la telomerasa y la expresión de c-myc. El proto-oncogen c-MYC 
participa en procesos tempranos de embriogénesis, control del crecimiento 
                                               
322
 Zakian, V. A. Exp. Cell Res. 2012, 318, 1459-1460. 
323
 Ebrahimnezhad, Z.; Zarghami, N.; Keyhani,  M.; Amirsaadat, S.; Akbarzadeh, A.; Rahmat, M.; 
Taheri, Z. M.; Nejati-Koshki, K. BioImpacts, 2013, 3, 67-74. 
324
 Hahn, W.C.; Counter, C.M.; Lundberg, A.S.; Beijersbergen, R.L.; Brooks, M. W.; Weinberg, 
R. A. Nature Med. 1999, 400, 464–468. 
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celular, diferenciación celular y muerte celular programada o apoptosis325 y se 
ha visto que la sobre-expresión de este oncogen está asociada a algunos tipos 
de cáncer de próstata y colorrectales. El gen c-MYC codifica la fosfoproteína 
c-myc que se encuentra principalmente formanco complejos heterodiméricos 
con la proteina max. Los complejos c-myc/max se unen al ADN de manera 
específica para activar la transcripción y son esenciales para que tengan lugar 
los procesos de progresión del ciclo celular.326 Por tanto, una expresión 
desregulada de c-myc puede causar translocaciones cromosomales asociadas 
a tumorogénesis. Varios estudios sugieren que c-myc activa a la telomerasa 
induciendo una expresión del htert,327 y existen estudios in vitro que 
demuestran que el gen HTERT contiene numerosos sitios de unión para c-myc 
que pueden mediar la activación transcripcional de HTERT.328 También se ha 
demostrado que, en la mayoría de las células, la regulación transcripcional de 
la expresión génica de HTERT representa la etapa limitante en el proceso de 
activación de la telomerasa.329 
La telomerasa además de mantener la longitud de los telómeros en los 
cromosomas,330 también posee actividad anti-apoptótica. Por tanto, la sobre-
expresión y activación de la telomerasa en las células cancerosas las hace 
resistentes a la muerte celular inducida por los agentes quimioterapéuticos.331 
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 Fumagalli, M.; Rosiello, F.; Clerici M., Barozzi, S.; Cittaro, D.; Kaplunov, J. M.; Bucci, G.; 
Dobreva, M.; Matti, V.; Beausejour, C.M.; Herbig U.; Longhese, M.P.; di Fagagna, F. D. Nat. Cell 
Biol. 2012, 14, 355-365. 
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 Henriksson, M.;. Luscher, B. Advanc. Cancer Res., 1996, 68,109-182. 
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 (a) Nakamura, T. M.; Morin, G. B.; Chapman, K. B.; Weinrich, S. L.; Andrews, W. H.; Lingner, 
J.; Harley, C. B.; Cech, T. R. Science, 1997, 277, 955–959. (b) Wang, J.; Xie, L.Y.; Allan, S.; 
Beach, D.; Hannon, G. J. Gene Dev. 1998, 12, 1769–1774. 
328
 Wu, K-J.; Grandori, C.; Amacker, M.; Simon-Vermot, N.; Polack, A.; Lingner, J.; Dalla-Favera, 
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63. (c) Cong, Y.S.; Wen, J.; Bacchetti, S. Hum. Mol. Genet. 1999, 8, 137-142. (d) Boldrini, L.; 
Faviana, P.; Gisfredi, S.; Zucconi, Y.; Di Quirico, D.; Donati, V. Int. J. Oncol. 2002, 21, 493-497. 
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 Blasco, M. A. Nat. Rev. Genet. 2005, 6, 611-622. 
331
 (a) Holt, S.E.; Glinsky, V. V.; Ivanova, A. B.; Glinsky, G. V. Mol. Carcinog. 1999, 25, 241-248. 
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El hecho de que la actividad de la telomerasa está estrechamente 
relacionada con la malignidad y resistencia de algunos tipos de cáncer, hace 
de esta enzima una diana terapéutica muy atractiva a la hora de diseñar y 
descubrir nuevos fármacos antitumorales, por lo que se decidió estudiar si los 
compuestos sintetizados presentaban capacidad para regular y controlar la 
actividad de la telomerasa en células humanas de adenocarcinoma de colon 
(HT-29). 
Los compuestos seleccionados para el estudio de la inhibición de la 
telomerasa fueron los mismos que se han presentado en el estudio de 
inhibición de VEGF. Estos son los derivados de combretastatina A-4 3.1a, 
3.1c, 3.1d, ent-3.1a, ent-3.1c, 3.31a, 3.31c (véase la Figura 5.1), el análogo 
de pironetina DHP y los derivados de colchicina 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c 
(véase la Figura 5.2). Además se ensayaron también los productos naturales 
combretastatina A-4, pironetina y colchicina. 
Este estudio se centró en la influencia sobre la expresión del gen que 
codifica la parte proteica de la telomerasa htert y la expresión del gen c-MYC 
que codifica el factor de transcripción c-myc, que a su vez controla la 
activación del htert. Estos ensayos se llevaron a cabo mediante la técnica de 
polimerización en cadena cuantitativa y a tiempo real (RT-QPCR) descrita en 
el apartado 5.2.3. 
5.3.1 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las células HT-29 se trataron durante 48 horas con los correspondientes 
compuestos a la concentración de 5 µg/mL, inferior a la de los valores de IC50. 
Seguidamente, se separó el medio y se recogieron las células. Se extrajo el 
ARN, se retrotranscribió a c-ADN y se amplificó mediante RT-QPCR utilizando 
como cebadores secuencias comercialmente accesibles para la amplificación 
de los genes que codifican htert y c-myc. La β-actina se eligió como gen 
endógeno (véase la parte experimental 5.5). 
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Para cuantificar los resultados se utilizó el método ∆∆CT. Las eficiencias de 
las reacciones de amplificación del gen HTERT y del c-MYC eran ligeramente 
inferiores al 100%, mientras que la eficiencia en la amplificación del gen 
endógeno era del 100%, por lo que el valor de RQ se calculó según la 
ecuación matemática mostrada en el apartado 5.2.3: 
 
blanco
blanco
muestra
muestra
endógeno)ADN(gen 
X)ADN(gen 
  onormalizad blanco
endógeno)ADN(gen 
X)ADN(gen 
  anormalizad muestra
onormalizad blanco
anormalizad muestraRQ
=
=
=
 
En primer lugar se presentan los resultados en porcentajes de expresión 
génica respecto a un blanco, que corresponde a las células tratadas con la 
misma cantidad de DMSO que la empleada para disolver los compuestos 
ensayados (véase la Figura 5.12 para el gen HTERT y la Figura 5.13 para el 
gen c-MYC).  
Los resultados en cuanto a la expresión génica de HTERT mostraron que, 
de nuevo los derivados de colchicina son más potentes que los de 
combretastatina. La colchicina (20%) y su derivado 4.9c (19%) fueron los 
compuestos con mayor capacidad para reducir la expresión del gen HTERT. 
Además de estos dos compuestos, los derivados de colchicina 4.12c (42%) y 
4.9a (67%) y en menor medida el derivado de combretastatina ent-3.1a (86%) 
fueron, junto con la combretastatina A-4 (85%), los compuestos que mostraron 
alguna actividad a la hora de reducir la expresión de HTERT. El resto de 
derivados ensayados no fueron capaces de inhibir la expresión del gen 
HTERT sino que además aumentaron su actividad respecto a las células no 
tratadas. 
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Figura 5.12 Expresión génica de HTERT en valores de RQ. 
En la expresión de c-MYC se encontró que, de nuevo, los compuestos más 
activos eran la colchicina (6% de expresión) y derivados de la misma: 4.9c 
(5%), 4.12c (15%), 4.9a (16%). Algunos derivados de CA-4 también mostraron 
una buena actividad inhibidora de la expresión de c-MYC, como ent-3.1a 
(24%), CA-4 (35%), ent-3.1c (37%), 3.31c (63%), 3.1c (71%) y 3.1d (70%). El 
resto de compuestos no poseen ninguna capacidad para regular la expresión 
de c-MYC. 
 
 
Figura 5.13 Expresión génica de c-MYC en valores de RQ. 
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En la siguiente figura se representa el porcentaje de expresión del gen 
HTERT frente al porcentaje de expresión del gen c-MYC para cada uno de los 
compuestos estudiados.  
 
Figura 5.14. Relación entre la proteína VEGF secretada y la expresión génica en el 
tratamiento celular con cada compuesto ensayado. 
Esta gráfica muestra una correlación lineal entre la expresión de ambos 
genes cuando las células son tratadas con pironetina, colchicina, DHP, 3.1c, 
3.1d, 3.31a, 4.9c, 4.12a y 4.12c. El ajuste lineal de estos puntos muestra una 
recta con una pendiente próxima a 1 lo que sugiere que estos compuestos 
actúan a nivel transcripcional y son capaces de controlar la expresión de 
HTERT mediante el control transcripcional del gen c-MYC. Este mecanismo de 
acción corresponde a los compuestos que han resultado ser más eficaces a la 
hora de reducir la actividad de la telomerasa, como la colchicina y sus 
derivados 4.9c y 4.12a. El resto de compuestos no sigue un comportamiento 
lineal, por lo que el control de la expresión de la telomerasa tiene lugar a 
través de otro mecanismo. Este mecanismo distinto y, claramente menos 
eficaz que el acabado de mencionar, podría ser el control de la expresión 
génica de otro factor de transcripción distinto a c-myc y que activara también a 
HTERT como podría ser el factor de transcripción sp1. 
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5.4 CONCLUSIONES 
Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 5.6 expresados como 
porcentaje de inhibición del VEGF y de los genes VEGF, HTERT y c-MYC por 
acción de los compuestos ensayados, así como el índice de seguridad 
citotóxica que presentan.  
Tabla 5.6. Comparativa entre porcentajes de inhibición de VEGF, HTERT y c-MYC. 
 
Compuesto 
α 
% Inhibición 
gen VEGF 
% Inhibición 
proteína 
VEGF 
 
% Inhibicion 
gen HTERT 
 
% Inhibicion 
gen c-MYC 
CA-4 6,0 60 52 15 65 
pironetina 5,7 48 50 0 0 
colchicina 0,1 96 60 80 94 
DHP >4 56 7 0 0 
3.1c 0,5 40 4 0 29 
3.1d 0,7 50 37 0 30 
ent-3.1a 3,7 55 16 14 76 
ent-3.1c 0,7 0 5 0 63 
3.31a 1,2 22 16 0 0 
3.31c 2,3 14 11 0 37 
4.9a 0,3 94 55 33 84 
4.9c 0,1 97 36 81 95 
4.12a 2,0 30 56 0 3 
4.12c 0,1 93 56 58 85 
 
Las conclusiones son las siguientes:  
1) La colchicina es el compuesto que resulta más activo frente a todas las 
dianas ensayadas en la presente Tesis. Sin embargo, su elevada toxicidad la 
hace inadecuada para uso farmacológico. Los derivados de colchicina, 4.9c y 
4.12c mantienen o mejoran la actividad de la colchicina con un margen de 
seguridad similar a ésta (α=0,1). El derivado 4.12a presenta un mayor margen 
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de seguridad citotóxica, aunque disminuye su actividad frente a la inhibición de 
VEGF y no se observan efectos en la inhibición de la telomerasa. 
2) Dentro de la familia de híbridos de CA-4, el compuesto ent-3.1a es el 
que ejerce mayor actividad en las diferentes líneas terapéuticas con un 
elevado margen de seguridad (α=3,7).  
En la Figura 5.15 se muestran los picos de inhibición de los diferentes 
compuestos estudiados para las cuatro dianas biológicas. 
 
Figura 5.15. Porcentajes de inhibición de los híbridos de combretastatina A-4 y 
colchicina para las diferentes dianas biológicas estudiadas. 
 
La parte izquierda del gráfico correspondiente a las moléculas patrón 
colchicina, combretastatina, pironetina y su análogo DHP, que muestran 
elevados picos de inhibición. La parte derecha del gráfico, correspondiente a 
los híbridos de colchicina, también presenta un gran número de picos, siendo 
la mayoría de los compuestos potentes inhibidores en las diferentes dianas, 
mientras que los derivados de combretastatina se muestran menos efectivos 
en la inhibición de VEGF y genes VEGF y hTERT. Sin embargo, algunos de 
ellos exhiben un alto índice de inhibición en c-MYC. 
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5.5 PARTE  EXPERIMENTAL 
5.5.1 CULTIVOS CELULARES 
Las células de adenocarcinoma de colon humano HT-29, de 
adenocarcinoma de pecho MCF7 y las células embrionarias de riñón humano 
HEK293 se cultivaron en DMEM suplementado con un 10% de FBS, 1% de 
glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina tal como se describe en la 
bibliografía.332  
Todos los compuestos sintetizados se disolvieron en DMSO hasta una 
concentración de 10 mg/mL y se almacenaron a –20°C hasta su uso. 
5.5.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 
La evaluación de la citotoxicidad se realizó con células HT-29, MCF7 y 
HEK293 mediante el ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio).333 Se sembraron 5 x 103 células por pocillo (HT-29, o MCF7, 
o HEK293) en placas de 96 pocillos con un volumen de 80 µL de medio de 
cultivo y se dejaron incubando durante 24 h. Después de este periodo se 
añadió a cada pocillo 20 µL de cada una de las diluciones de los distintos 
compuestos a ensayar y se dejaron incubar durante 3 días (37 oC, 5% CO2 en 
una atmósfera húmeda).  
Posteriormente, se añadió a cada pocillo 10 µl de MTT (5 mg/ml en PBS) y 
se incubaron durante 3 h a 37 oC. A continuación se eliminó el medio de 
cultivo, el formazán formado se disolvió en 100 µL de DMSO y se midió la 
absorbancia a 492 nm. Todas las medidas se efectuaron al menos por 
triplicado. 
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5.5.3 ENSAYO ELISA PARA LA DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN 
DE VEGF 
La medida de la producción de la proteína VEGF se efectuó sobre células 
HT-29. Para ello, se sembraron unas 100.000 células por pocillo en placas de 
6 pocillos y se dejaron incubar 24 h con 1.5 mL de medio de cultivo. 
Posteriormente, se añadió a cada uno de los pocillos los compuestos a 
ensayar a concentración 5 µg/mL. A la muestra correspondiente al control se 
le añadió la misma cantidad de DMSO que la empleada para disolver los 
compuestos. Las células se incubaron durante 72 h en presencia de los 
compuestos. A continuación, se recogieron los sobrenadantes de los cultivos y 
éstos se emplearon para medir el VEGF secretado por las células HT-29 
siguiendo las instrucciones del kit ELISA de detección de VEGF humano de 
Invitrogen. 
5.5.4  DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA DE VEGF, HTERT Y 
C-MYC  
Para la determinación de la expresión del gen que codifica VEGF, del gen 
que codifica htert y gen que codifica c-myc, se sembraron unas 100.000 
células HT-29 por pocillo en placas de 6 pocillos y se dejaron incubar 24 h con 
1.5 mL de medio de cultivo. Posteriormente, se añadió a cada uno de los 
pocillos cada uno de los compuestos a ensayar en la concentración de 5 
µg/mL. A la muestra que correspondía al control se le añadió la misma 
cantidad de DMSO que la empleada para disolver los compuestos. Las células 
se incubaron durante 48 h en presencia de los compuestos. Transcurrido este 
tiempo, las células se recogieron y el ARN se aisló usando el kit de extracción 
de Ambion. Luego se sintetizó el ADN complementario mediante el empleo de 
la retrotranscriptasa MMLV, 1-21 µg del ARN extraído y oligo(dT)15 siguiendo 
el protocolo . 
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La amplificación de los genes se efectuó mediante el empleo de un 
termociclador StepOnePlus™ y sondas Taqman®. Se utilizó TaqMan® Gene 
Expression Fast Master Mix que contiene el tampón adecuado para las 
condiciones de amplificación, dNTPs, la enzima ADN polimerasa termoestable 
y una sonda de referencia pasiva.  
Para amplificar cada uno de los genes se utilizaron los cebadores 
prediseñados y comercializados por Life Technologies TaqMan® Gene 
Expression Assays, Hs99999903-m1 (β-actina), Hs00900055-m1 (VEGF), 
Hs00972646-m1 (hTERT) y Hs00153408-m1 (c-MYC) 
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6 ESTUDIO DE CITOTOXICIDAD E INTERACCIÓN CON 
TUBULINA DE HÍBRIDOS DE COMBRETASTATINA A-4 Y 
COLCHICINA CON DERIVADOS DE PIRONETINA 
6.1 INTRODUCCIÓN 
La colchicina211 y la familia de las combretastatinas219 son capaces de 
provocar disrupción de los microtúbulos mediante unión a la subunidad β de la 
tubulina.  La pironetina es una dihidropirona que pertenece también al grupo de 
las moléculas que se unen a tubulina e interfiriendo en el proceso normal de 
división celular mediante despolimerización de la red de microtúbulos. Aunque 
no se ha observado directamente, el sitio de unión propuesto para la pironetina 
se encuentra en el hueco de la subunidad α de la tubulina próximo al monómero 
β del siguiente dímero.234  
La primera familia de moléculas híbridas que se prepararon en esta Tesis 
contiene un fragmento de combretastatina A-4 unido a derivados simplificados 
de pironetina mediante un espaciador que contiene un anillo de triazol. La 
segunda familia está constituida por híbridos de colchicina con estos mismos 
derivados dihidropiranónicos unidos mediante un espaciador de tipo amidoéster. 
Con el fin de observar el efecto de estos compuestos sobre la red de 
microtúbulos y determinar si actúan mediante el mismo mecanismo de acción 
que la pironetina se realizaron los estudios pertinentes que se describen con 
detalle a continuación. Debido a la similitud estructural de algunos de los 
compuestos, y con el fin de realizar un screening previo, se seleccionaron para el 
estudio de interacción con tubulina los compuestos indicados en la Figura 6.1. 
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Figura 6.1. Compuestos seleccionados para el estudio sobre tubulina. 
Estos compuestos se seleccionaron por su efecto antimitótico, que pudo 
observarse por la forma redondeada que adquirían las células después de 24 
horas de adición del compuesto. En la Figura 6.2 se indica, a modo de ejemplo, 
la forma de las células a las 24 horas después de haber añadido el compuesto 
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4.9a (parte B de la figura). A modo de comparación se indica la forma de las 
células en DMSO (sin adición de ningún compuesto, parte A de la Figura 6.2) y 
la forma redondeada que adquieren cuando se tratan con colchicina (parte C). 
 
 
Figura 6.2. Efecto de diferentes compuestos sobre la morfología de las células HT-29 a 
las 24 h de la adición. (A) Control-DMSO. (B) 4.9a 100 µg/mL. (C) colchicina 100 µg/mL. 
 
6.2 ACTIVIDAD CITOTÓXICA 
En primer se midió la actividad citotóxica de los compuestos sintéticos 3.12, 
ent-3.12, DHP, 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, 4.9a, 4.9c, 4.12a y 4.12c sobre células de 
carcinoma de ovario A2780 y su variante resistente A2780AD. A modo de 
comparación también se midió la citotoxicidad de las moleculas parentales 
pironetina, colchicina y CA-4. La línea celular A2780AD resistente tiene la 
particularidad de sobreexpresar el gen de la glicoproteína-P, que actúa como 
una bomba de expulsión de moléculas hidrofóbicas y fármacos. Los resultados 
obtenidos se muestran en la tabla 6.1. 
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Tabla 6.1. Valores de IC50 (µM) en células de carcinoma de ovario sensible (A2780) y 
resistente (A2780AD). 
 
Compuesto A2780(µM) A2780AD(µM) R/Sb 
Pironetina 0,008±0,0001 0,025±0,0009 3 
CA-4 0,002±0,0001 0,002±0,0003 1 
Colchicina 0,015±0.002 306±34 20 
DHP 22,2±0,9 28±4 1,3 
3.12 42±8 48±9 1,1 
ent-3.12 45,2±7 47±7 1 
3.1c 4,2±0,1 9,6±0,4 2.3 
ent-3.1c 4,1±0,1 7,5±1,5 1,8 
3.31a 9,1±0,4 82,7±20 9 
4.9a 0,05±0,001 59±10 1180 
4.9c 0,24±0,002 26,5±0,4 110 
4.12a 1,9±0,1 >100 - 
4.12c 0,04±0,002 14,8±1 370 
 
a
 IC50 (inhibición al 50% de la proliferación celular) acompañados del error deriva de tres 
experimentos independientes. 
b
 Resistencia relativa obtenida de dividir el IC50 de la línea resistente A2780AD entre la línea 
parental A2780. 
De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 6.1 la pironetina, la 
combretastatina A-4 y la colchicina muestran valores de citotoxicidad en el rango 
nanomolar, tanto en la línea sensible como resistente.  
Los híbridos derivados de colchicina 4.9a y 4.12c presentan citotoxicidades 
en el rango nanomolar alto para la línea celular A2780. Sin embargo su actividad 
citotóxica es mucho menor en la línea resistente.  
Los derivados de CA-4 3.1c, ent-3.1c, 3.31a presentan citotoxicidades más 
altas en el rango µM bajo para A2780 y esta actividad se mantiene para su 
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variante resistente a excepción de 3.31a donde decrece la citotoxicidad en 
A2780AD.  
Los precursores 3.12, ent-3.12 y DHP se muestran claramente menos activos 
y las citotoxicidades son del mismo orden en ambas líneas celulares, la sensible 
y la resistente. 
De las medidas de IC50 se infiere que los híbridos que contienen el fragmento 
de colchicina son más citotóxicos que los que presentan el fragmento de CA-4, 
aunque son menos citotóxicos para la línea resistente, tal y como indican sus 
valores de R/S. 
 
6.3 EFECTO SOBRE EL CICLO CELULAR 
Los estudios de ciclo celular permiten cuantificar la parada de las células en 
fase G2/M y se llevaron a cabo sobre cultivos de adenocarcinoma de pulmón 
humano de células no pequeñas (A549)334 empleando la técnica de citometría de 
flujo. Esta técnica permite contar y clasificar las células según sus características 
morfológicas. En los citómetros de flujo, las células suspendidas en un fluido 
atraviesan un finísimo tubo transparente sobre el que incide un delgado rayo de 
luz láser. La luz transmitida y dispersada por el pasaje de las células a través del 
tubo se recoge por medio de unos dispositivos de detección, permitiendo hacer 
inferencias en cuanto a tamaño y complejidad de las células. Generalmente se 
utilizan fluoróforos como etiquetas para el marcado fluorescente. Cada fluoróforo 
posee un pico de excitación y una longitud de onda de emisión característica. El 
análisis mediante citometría de flujo aporta información sobre la distribución de 
las células en las diferentes fases del ciclo celular (G1, S, G2 o M). Sin embargo 
no es posible diferenciar entre G2 y M ya que en las dos fases el contenido de 
ADN de la célula es el mismo.  
                                               
334
 El cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) surge de las células epiteliales 
pulmonares del bronquio central al alveolo terminal. 
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Los datos recogidos se representan en una gráfica que muestra las 
variaciones en el contenido de ADN frente al número de células analizadas, tal y 
como se indica en la figura 1.3. En esta figura se puede  observar: 
1) La fase de reposo y presíntesis (G0/G1), en azul, en la cual la célula tiene 
un contenido diploide de ADN correspondiente a 23 pares de cromosomas.  
2) La fase de síntesis (S), en amarillo, en la que se ha duplicado el contenido 
de ADN de la célula. 
 3) La fase G2/M, en rojo, en la que se mantiene el contenido genético de la 
célula. 
 
 
Figura 6.3. Histograma diploide normal. 
 
En la Figura 6.4 se indican las citometrías de flujo obtenidas para los de 
híbridos de combretastatina A-4 3.1c, ent-3.1c y 3.31a, los híbridos de colchicina 
4.9a, 4.9c, 4.12a y 4.12c, junto con los precursores 3.12, ent-3.12 y DHP. El 
efecto se midió sobre células de adenocarcinoma de pulmón humano A549 y se 
comparó con el efecto causado por los compuestos parentales CA-4, colchicina y 
pironetina después de 20 horas de incubación.  
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Figura 6.4. Histograma del ciclo celular de células de carcinoma de pulmón A549 
tratadas con los compuestos 3.12, ent-3.12, DHP, 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, 4.9a, 4.9c, 
4.12a y 4.12c a la concentración indicada que produce el mayor bloque de células en 
fase G2/M. 
La colchicina y combretastatina A-4 a 50 nM335 y la pironetina a 25 nM335 
detuvieron la totalidad de las células en fase G2/M. Los precursores 3.12 y ent-
3.12 provocaron una pequeña parada de células en G2/M, considerablemente 
menor que las moleculas parentales. El compuesto DHP también provocó 
parada del ciclo celular en fase G2/M.  
Los híbridos de combretastatina con las dihidropiranonas simplificadas 3.1c y 
ent-3.1c a 25 µM acumulan muy poca cantidad de células en G2/M, sin embargo 
                                               
335
 Para los histogramas del ciclo celular de la combretastatina A-4, véase la referencia  271 y para 
la pironetina véase la referencia 247. 
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el híbrido unido al derivado de pironetina con tres estereocentros 3.31a presenta, 
a 25 µM, un claro aumento en la acumulación de células en G2/M. 
Los híbridos de colchicina 4.9a, 4.9c, 4.12c (a 5 µM) y 4.12a (a 10 µM) 
causan un bloqueo de la totalidad de células en fase G2/M.  
Los híbridos de combretastatina A-4 solo causan parada del ciclo celular en 
G2/M cuando CA-4 se encuentra unida al fragmento DHP, que comparte mayor 
similitud con la pironetina natural. De hecho, el propio DHP es capaz de provocar 
la parada del ciclo celular en G2/M a 100 µM. 
6.4 EFECTO SOBRE EL ENSAMBLAJE DE MICROTÚBULOS 
Se le llama concentración crítica de tubulina Cr a la concentración de 
proteína por debajo de la cual los dímeros no son capaces de polimerizar para 
formar los microtúbulos. Para que tenga lugar el proceso de polimerización, la 
tubulina debe encontrarse a una concentración superior a la llamada 
concentración crítica (Cr), en condiciones de pH y temperatura adecuados.336 El 
ensayo de concentración crítica de tubulina permite estudiar de forma indirecta la 
actividad inhibitoria in vitro de un compuesto en el proceso de polimerización o 
ensamblaje de los microtúbulos.  
La polimerización de tubulina transcurre generalmente en dos fases: una de 
nucleación, en la cual los dímeros se asocian linealmente para formar los 
protofilamentos, y una fase de elongación o crecimiento donde se forman los 
microtúbulos cilíndricos. La tubulina se ensambla en microtúbulos hasta que se 
alcanza un equilibrio en el que la concentración de proteína soluble es igual a la 
concentración crítica, y la concentración de polímero es igual a la concentración 
total de tubulina menos la concentración crítica. 
En el interior de la célula, tanto la velocidad como la longitud de crecimiento 
son mucho mayores en el extremo positivo. Generalmente, los microtúbulos 
                                               
336
 (a) Oosawa, F.; Asakura, S. Thermodynamics of the Polymerization of Proteins, London, Ed. 
Academic Press. 1975. (b) Lodish H.; Berk A.; Zipursky S.L., et al. Molecular Cell Biology. New 
York. Ed. W. H. Freeman. 2000. 
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inician su nucleación en los centrosomas en el interior de la célula e inician su 
crecimiento en el extremo positivo hacia la periferia de la célula. Sin embargo, in 
vitro la nucleación es espontánea. Generalmente, si bien los microtúbulos suelen 
estar constituidos por 13 protofilamentos en el citoesqueleto, en el ensamblaje in 
vitro están constituidos por un número variable de ellos. 
Los experimentos de concentración crítica de tubulina se realizaron con 
elevadas concentraciones de los ligandos (100 µM) para estudiar su capacidad 
de interferencia de la dinámica de los microtúbulos y, por tanto, su capacidad 
para bloquear el ciclo celular e inducir la apoptosis de la célula.  
La variación que provoca el ligando en la concentración crítica de tubulina se 
determinó incubando muestras de tubulina GTP en presencia de exceso de 
compuesto (con respecto a la concentración de tubulina), en tampón GAB-1mM 
GTP. En este tampón, la tubulina es capaz de ensamblarse con una 
concentración crítica de 3,3 ± 0,02 µM (37ºC), mientras que en presencia de 
docetaxel, conocido agente estabilizante de microtúbulos, la Cr de tubulina es de 
0,35 ± 0,1 µM. 
Para determinar la concentración crítica se incubaron las muestras en 
presencia de un exceso del 10% del ligando variando las concentraciones de 
tampón y separado el precipitado o 'pellet' del sobrenadante. Si consideramos 
una polimerización por condensación nucleada no covalente, la concentración 
crítica es igual a la concentración de tubulina en el sobrenadante.337  
 
 
                                               
337
 Díaz, J. F.; Menendez, M.; Andreu, J. M. Biochemistry 1993, 32, 10067-10077. 
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Tabla 6.2. Concentración crítica para el ensamblaje de tubulina purificada en GAB en 
presencia de los híbridos de combretastatina A-4, colchicina y sus precursores piranónicos. 
Ligandoa Cr (µM)b 
Control 3,30± 0,1 
Docetaxel 0,4± 0,1 
CA-4 6±1 
Pironetina >15 
3.12 3,6 ± 0,5 
ent-3.12 3,3 ± 0,2 
DHP 3,1 ± 0,6 
3.1c 3,4±0,3 
ent-3.1c 3,38±0,6 
3.31a 3,6±0,3 
4.9a 3,5± 0,3 
4.9c 3,7 ± 0,2 
4.12a 3,50 ± 0,4 
4.12c 2,8± 0,2 
a 25 µM para docetaxel , 100 µM para los compuesto 
bLos datos son la medida de tres ensayos independientes acompañados de su desviación 
estándard. 
De este estudio preliminar cabe concluir que, aún no existiendo diferencias 
significativas respecto al control, los compuestos 3.31a y 4.9c exhiben los 
valores más altos de concentración crítica en tubulina. Por otro lado, el valor de 
Cr para el compuesto 4.12c es ligeramente inferior al del control, lo que podría 
apuntar a un posible efecto estabilizante de microtúbulos de este compuesto. 
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6.5  EFECTO SOBRE EL CITOESQUELETO DE MICROTÚBULOS 
Con el fin de evaluar el efecto de los compuestos sobre la dinámica de 
polimerización de los microtúbulos, se llevaron a cabo estudios de 
inmunofluorescencia que permiten observar el aspecto de los husos mitóticos y 
la morfología nuclear de células en reposo. 
 
Figura 6.5. Ejemplo de una célula en mitosis vista por la técnica de inmunofluorescencia. 
Los microtúbulos se representan en verde. El material genético en azul, y los cinetocoros 
de los cromosomas en rojo. 
 
En la técnica de inmunofluorescencia, un marcador fluorescente 
(generalmente isotiocianato de fluoresceína) se une a un anticuerpo. El 
anticuerpo marcado se hace reaccionar con la muestra y luego ésta es irradiada 
con una fuente de luz de onda corta (ultravioleta o azul) seleccionada por medio 
de un monocromador. La molécula marcadora emite luz a una longitud de onda 
más larga (verde, amarillo o naranja) y puede ser observada por medio de un 
microscopio de fluorescencia.  
El estudio de inmunofluorescencia indirecta para los compuestos 
seleccionados (Figura 6.1) se llevó a cabo, al igual que el análisis de ciclo 
celular, sobre células de adenocarcinoma de pulmón A549. Para ello se 
incubaron las células en presencia de ligando a las concentraciones indicadas 
durante 24h. 
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La celda A de la Figura 6.6 corresponde al efecto que causa el DMSO sobre 
la red de microtúbulos, el cual se utilizó como control. En la celda H corresponde 
al efecto de la CA-4. Se puede observar que la CA-4, a una concentración de 50 
nM, destruye casi completamente la red de microtúbulos. El análogo DHP a 100 
µM (véase la celda D) provoca despolimerización de la red de microtúbulos con 
husos mitóticos de tipo IV.338 Los análgos 3.12 (celda B) y ent-3.12 (celda C) no 
modifican el citoesqueleto de células en interfase, ni se observan husos mitóticos 
anormales, solo alguno de tipo III. El compuesto 3.1c (celda E) provoca aparente 
despolimerización de los microtúbulos, pero este efecto es debido a su 
citotoxicidad ya que los núcleos están encogidos. El compuesto ent-3.1c (celda 
F) desorganiza el citoesqueleto de microtúbulos, y algunas células presentan 
núcleos encogidos. El compuesto 3.31a (celda G) provoca despolimerización de 
microtubulos en células en interfase. 
 
Figura 6.6. Efecto de la combretastatina A-4, precursores e híbridos de combretastatina 
A-4 en la red de microtúbulos y en la morfología de los núcleos (inserto en esquina 
superior derecha en cada celda). Las células A549 fueron incubadas durante 24h con el 
vehículo DMSO (A), 3.12 200 µM (B), ent-3.12 200 µM (C), DHP 200 µM (D), 3.1c 25 µM 
(E), ent-3.1c 50 µM (F), 3.31a 50 µM (G), CA-4 50 nM (H). Los microtúbulos fueron 
marcados con los anticuerpos de α-tubulina (verde) y el ADN se marcó con Hoechst 
33342 (azul). Los insertos (A-H) son husos mitóticos de la misma preparación. La barra 
de referencia representa 10 µM. Todas las imágenes tienen la misma ampliación. 
 
                                               
338
 Jordan, M.; Thrower, D.; Wilson, L. J. Cell Sci., 1992, 102, 401-416.  
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La celda A de la Figura 6.7 corresponde al efecto que causa el DMSO sobre 
la red de microtúbulos, el cual se utilizó como control. La celda D corresponde al 
efecto despolimerizante que causa la colchicina (50 nM) sobre la red de 
microtúbulos. En la Figura 6.7 se observa despolimerización de microtubulos en 
células en interfase para los compuestos 4.9a (1 µM, celda B), 4.9c (5 µM, celda 
C), 4.12a (20 µM, celda E) y 4.12c (1 µM, celda F). Para todos los compuestos 
ensayados se observa despolimerización de los microtúbulos y husos mitóticos 
de tipo IV, con los cromosomas formando una bola de ADN condensado. 
 
Figura 6.7. Efecto de la colchicina e híbridos de colchicina A-4 en la red de microtúbulos 
y en la morfología de los núcleos (inserto en la esquina superior derecha de cada celda). 
Las células A549 fueron incubadas durante 24h con el vehículo DMSO (A), 4.9a 1 µM 
(B), 4.9c 5 µM (C), colchicina 50 nM (D), 4.12a 20 µM (E), 4.12c 1 µM (F). Los 
microtúbulos fueron marcados con los anticuerpos de α-tubulina (verde) y el ADN se 
marcó con Hoechst 33342 (azul). Los insertos (A-H) son husos mitóticos de la misma 
preparación. La barra de referencia representa 10 µM. Todas las imágenes tienen la 
misma ampliación. 
6.6 CONCLUSIONES 
De los ensayos realizados con los diferentes tipos de híbridos y sus 
precursores se pueden extraer las siguientes conclusiones generales: 
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1) Comparando las citotoxicidades de los compuestos sintetizados con las de 
las moléculas parentales, los primeros presentan valores de IC50 del rango 
micromolar mientras los segundos son del orden nanamolar. Aún así los 
derivados de colchicina presentan los valores más bajos siendo el mejor de ellos 
el 4.9c. Considerando además junto con la citotoxicidad, la relación R/S entre la 
línea celular sensible y la resistente, los mejores valores los presenta el 
compuesto ent-3.31c.  
2) La mayor acumulación de células en G2/M la presenta el compuesto DHP 
seguido de los híbridos de colchicina. Cabe destacar que para los híbridos de 
CA-4 esta acumulación es mayor cuando se encuentran unidos al fragmento de 
dihidropirona de tres estereocentos que cuando lo están a la dihidropirona 
simple.  
3) En cuanto a los resultados obtenidos del ensayo de la concentración 
crítica, puede decirse que los compuestos estudiados no ejercen gran influencia 
en el ensamblaje de microtúbulos, como cabe deducir de sus valores de Cr 
próximos a los del control. 
4) El derivado DHP a 200 µM y el híbrido de CA-4, 3.31a a 50µM son capaces 
de ejercer un efecto despolimerizante de microtúbulos. Los híbridos de colchicina 
4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c son capaces de ejercer el mismo efecto sobre la red de 
microtúbulos a concentraciones entre 1-20 µM. 
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6.7 SECCIÓN EXPERIMENTAL 
6.7.1 CULTIVOS CELULARES 
Las células de carcinoma no microcítico de pulmón humano A549 se 
cultivaron en RPMI 1640 suplementado con un 10% de FCS, glutamina y 
antibióticos tal como se describe en la bibliografía.332 Los carcinomas de ovario 
humano A2780 y A2780AD (con resistencia múltiple a fármacos MDR por 
sobreexpresión de P-glicoproteína)238 fueron cultivados como se cita arriba y 
añadiendo 0.25 unidades/mL de insulina bovina. 
6.7.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD INMUNOFLUORESCENCIA Y CICLO 
CELULAR 
La evaluación de la citotoxicidad se realizó con células A2780 y A2780AD 
mediante el ensayo MTT modificado.333 La inmunofluorescencia indirecta se 
efectúo en células A549 que fueron cultivadas a lo largo de la noche en 
cubreobjetos redondos de 12 mm e incubadas 24 horas más en presencia del 
vehículo DMSO o en presencia de diferentes concentraciones de ligandos. Las 
células se permeabilizaron con Tritón X100 y se fijaron con formaldehído al 
3.7%. Los microtúbulos se tiñeron con anticuerpos monoclonales específicos 
dirigidos contra α-tubulina (DM1A) y el ADN con Hoechst 33342 como se 
describe en la bibliografía.339 Las preparaciones fueron examinadas con un 
microscopio de epifluorescencia Zeiss Axioplan y las imágenes fueron 
registradas con una cámara CCD refrigerada Hamamatsu 4742-95. La 
progresión de los ciclos celulares fue analizada mediante determinación del ADN 
por citometría de flujo con yoduro de propidio. Las células fueron fijadas, tratadas 
con RNasa y teñidas con yoduro de propidio como se describe en la 
bibliografía.340 El análisis se realizó con un citómetro de flujo Coulter Epics XL. 
                                               
339
 De Ines, C.; Leynadier, D.; Barasoain, I.; Peyrot, V.; García, P.; Briand, C.; Rener, G. A.; 
Temple, C. Jr. Cancer Res. 1994, 54, 75. 
340
 Andreu, J. M.; Barasoain, I.  Biochemistry, 2001, 40, 11975-11984. 
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6.7.3 ENSAYO DE INHIBICIÓN DEL ENSAMBLAJE DE TUBULINA 
El efecto de los compuestos en el ensamblaje de tubulina aislada se 
determinó incubando tubulina purificada en concentración 20 µM a 37ºC durante 
30 min. en GAB (tampón de ensamblaje de glicerol, glicerol 3.4 M, fosfato sódico 
10 mM, EGTA 1 mM, GTP 1 mM a pH 6.9) en presencia de docetaxel 20 µM, 
100 µM de uno de los ligandos 3.12, ent-3.12, DHP, 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, 4.9a, 
4.9c, 4.12a y 4.12c y 2µL de DMSO (vehículo). Las muestras fueron procesadas 
y se calculó la concentración crítica para producir el ensamblaje de tubulina en 
presencia de los ligandos tal y como se describe en la bibliografía.336 
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7 RESUMEN Y CONCLUSIONES 
1) Se ha llevado a cabo la síntesis de los híbridos indicados en la figura 7.1, 
constituidos por un fragmento de combretastatina A-4 unido a un fragmento de 
dihidropiranona mediante un espaciador que contiene un anillo de 1,2,3-triazol. 
 
 
Figura 7.1 
 
2) Se ha llevado a cabo la síntesis de los híbridos indicados en la figura 7.2, 
constituidos por un fragmento de colchicina unido a un fragmento de 
dihidropiranona mediante un espaciador de tipo amidoéster. 
 
Figura 7.2 
 
 
3) Se ha estudiado la citotoxicidad de ambas familias de híbridos sobre  las 
líneas celulares tumorales de adenocarcinoma de colon (HT-29), 
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adenocarcinoma de mama (MCF7) y la línea sana de células embrionarias de 
riñón (HEK-293). Todos los compuestos muestran valores de citotoxicidad en 
el rango micromolar. Los más interesantes desde el punto de vista del margen 
de seguridad se muestran en la Tabla 7.1. 
Tabla 7.1. Valores de citotoxicidad seleccionados de híbridos de CA-4 y colchicina. 
Compuesto 
IC50 (µM) Coeficientes de 
selectividad 
HT-29 µM MCF-7 µM HEK-293 µM αa βb 
DHP 25±12 2,5±0,4 >100 >4 >40 
ent-3.1a 9,3±0,8 20±5 34±10 3,7 1,7 
ent-3.1b 11±1 32±4 40±1 3,6 1,25 
3.31b 8±1 7±2 21±4 2,6 3 
3.31c 17,3±0,4 20±3 40±5 2,3 2 
4.9b 20±8 0,29±0,24 33±24 1,63 112,28 
4.10c 40±6 0,3±0,2 24±10 0,60 80,00 
4) Sobre una selección de compuestos de ambas familias de híbridos, 
basada en su capacidad antimitótica y antiproliferativa, se ha estudiado su 
capacidad antiangiogénica mediante inhibición del factor de crecimiento 
vascular endotelial VEGF y del gen VEGF que lo codifica.  
Los compuestos más potentes en la inhibición del gen VEGF son 4.9a 
(94%), 4.9c (97%) y 4.12c (92%) y los mejores inhibidores de la proteína 
VEGF son 4.9a (55%), 4.12a y 4.12c (56%) (véase la Tabla 7.2). En algunos 
casos, el menor  porcentaje de inhibición de la proteína frente al gen VEGF 
puede deberse a la presencia de una reserva de VEGF citoplasmático que no 
es secretado en su totalidad al medio extracelular. Con el fin de justificar esta 
falta de correlación, se realizaron ensayos para la determinación del VEGF a 
tiempos mayores, observándose una disminución en la secreción de la 
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proteína al aumentar el tiempo de incubación con los compuestos 4.9c y 4.12c 
(véase la Tabla 7.2) 
Tabla 7.2. Porcentajes de inhibición de proteína VEGF y gen VEGF. 
Compuesto % inhibición gen VEGF 
% inhibición de 
VEGF a las 72h 
% inhibición de 
VEGF a las 96h 
4.9a 94 55 55 
4.9c 97 36 63  
4.12a 30 56 55 
4.12c 93 56 74 
 
5) Sobre una selección de compuestos de ambas familias de híbridos, 
basada en su capacidad antimitótica y antiproliferativa, se ha estudiado su 
capacidad antitelomerasa mediante inhibición de la expresión del gen hTERT 
y del gen c-MYC. Los compuestos más potentes en la inhibición del gen 
hTERT son 4.9c (81%) y 4.12c (58%) y los mejores en la inhición del gen c-
MYC son ent-3.1a (76%), 4.9a (84%), 4.9c (95%) y 4.12c (85%) (véase la 
Tabla 7.3). 
Tabla 7.3. Porcentajes de inhibición de genes hTERT y c-MYC. 
Código % inhibicion del gen hTERT 
% inhibicion 
del gen c-MYC 
ent-3.1a 14 76 
4.9a 33 84 
4.9c 81 95 
4.12c 58 85 
La correlación cuasi-lineal de los dos valores de inhibición que muestra el 
compuesto 4.9c podría explicarse mediante su actuación a nivel trans-
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cripcional, siendo este compuesto capaz de controlar la expresión de gen 
hTERT mediante el control transcripcional del gen c-MYC. 
6) Se han llevado a cabo estudios de interacción con tubulina de los 
compuestos 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c, junto con los 
precursores 3.12, ent-3.12 y DHP. La citotoxicidad de estos compuestos en 
las líneas celulares A2780 y su variante resistente A2780AD cae dentro del 
rango micromolar, excepto los compuestos 4.9a y 4.12c, que son mucho más 
activos y exhiben citotoxicidades en el orden nanomolar en la línea sensible. 
7) De los ensayos de ciclo celular se concluye que los híbridos que 
presentan un fragmento de colchicina, a concentraciones de entre 5-10 µM, 
son capaces de acumular células en fase G2/M. Los híbridos que poseen la 
parte de CA-4 unida al fragmento de pironetina de tres estereocentros también 
son capaces de acumular células en fase G2/M. Además el compuesto DHP 
presenta los mejores resultados de acumulación de células en G2/M a 100 
µM. 
8) Se ha estudiado el efecto que los compuestos sintéticos ejercen sobre la 
concentración crítica (Cr) de tubulina necesaria para conseguir la 
polimerización de esta proteína in vitro. Estos resultados no muestran 
diferencias significativas con respecto al control. Los valores de Cr más altos 
los presentan los compuestos 3.31a y 4.9c. 
9) Se ha determinado, mediante inmunofluorescencia indirecta, el efecto 
que algunos híbridos ejercen sobre la red de microtúbulos del citoesqueleto en 
la línea celular A549. Los híbridos de colchicina ejercen despolimerización de 
microtúbulos siendo los más activos 4.9a y  4.12c a 1 µM y 4.12a a 20 µM. El 
análogo DHP y el híbrido de CA-4, 3.31a ejercen el mismo efecto a 
concentraciones de 300 µM y 50 µM respectivamente. 
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8 SYNTHESIS AND BIOLOGICAL EVALUATION OF 
HYBRID MOLECULES OF COMBRETASTATIN A-4 AND 
COLCHICINE WITH PIRONETIN ANALOGUES 
8.1 INTRODUCTION 
Cancer is one of the main cause of death in developed countries341 and may 
be induced by a plethora of external and internal factors, including genetic 
mutations. Accordingly, a wide number of therapeutic strategies has been 
investigated.342,343 A major challenge in cancer therapy is to selectively target 
cytotoxic agents to tumor cells,344 inducing in many cases cell apoptosis.345 
One type of therapeutic strategy against cancer is based on the use of 
compounds with the ability to either inhibit the formation of new blood vessels 
(antiangiogenic agents) or else promote the destruction of existing ones 
(antivascular agents).346 One of the factors involved in the angiogenesis 
process is a protein called vascular endothelial growth factor (VEGF), a key 
regulator of angiogenesis which promotes endothelial cell survival, proliferation 
and migration while increasing vascular permeability.347 In fact, overexpression 
in the production of VEGF has been reported to occur in various types of 
                                               
341
 García, M.; Jemal, A.; Ward, E.M.; Center, M.M; Hao, Y.; Siegel, R.L.; Thun, M.J. Global 
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342
 (a) Hanahan, D.; Weinberg R. A. Cell , 2000, 100, 57-70. (b) Stratton, M. R.; Campbell, P. J.; 
Futreal, P. A. Nature, 2009, 458, 719-724. (c) Hanahan, D.; Weinberg R. A. Cell, 2011, 144, 
646-674. 
343
 (a) Boyle F. T.; Costello, G. F. Chem. Soc. Rev. 1998, 27, 251-261. (b) Gibbs, J. B. Science, 
2000, 287, 1969-1973. 
344
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345
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tumors.348 Not unexpectedly, VEGF has become one further key target 
molecule in cancer therapy.349 Another therapeutic line against cancer follows 
the path of the chromosomal telomeres.350 Telomeres are the terminal zones of 
chromosomes and display a special structure that fulfills at least two essential 
functions: a) they must be recognized as functional domains, thus 
distinguishing them from random chromosomal breaks that would stimulate the 
onset of repair mechanisms; b) they must prevent these DNA ends from fusing 
with other DNA ends.351 To comply with these functions, an appropriate 
amount of repetitive DNA sequences (telomeres) must be added to the ends of 
the chromosomes. This task is fulfilled by a special type of ribonucleoprotein 
complex called telomerase, an enzyme with reverse transcriptase activity. The 
expression of this enzyme is restricted or absent in normal human somatic 
cells and so telomeres progressively shorten during cell lifespan thus triggering 
a DNA damage response which culminates in cell senescence or apoptosis.352 
A number of molecules with therapeutic value interact with microtubules and 
are called antimitotic compounds. Microtubules are key components of the 
mitotic spindle and are constituted of a heterodimeric protein named tubulin, 
formed through non-covalent binding of two monomeric subunits, called α- and 
β-tubulin. For cell division to occur in a normal way, microtubules must be in a 
constant state of formation and disruption, a process named microtubule 
dynamic instability.353 Any molecule which influences microtubule instability will 
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also influence the cell division process, not only of normal cells but also of 
tumoral ones. Therefore, it is not surprising that tubulin-binding molecules 
(TBM) constitute an important class of anticancer agents. TBM may be divided 
in two broad categories, those that bind to α-tubulin and those that bind to β-
tubulin. The latter group is presently by far the most numerous and contains 
products which cause either disruption or stabilization of microtubules. Among 
the drugs that belong to this group, colchicine354 and the combretastatins355 
exert their effects by causing disruption of microtubules. In contrast, another 
important representative of the same group, paclitaxel, was the first-described 
tubulin-binding drug that was found to stabilize microtubules.356 Even though 
they display opposite effects, these drugs are known to bind to β-tubulin, 
whenever to different sites within this protein subunit.357,358,359 
The number of products that bind to α-tubulin is very small, the naturally 
occurring pironetin (a 5,6-dihydro-α-pyrone) being the first-reported example 
(see Figure 8.1).360 Pironetin is a potent inhibitor of tubulin assembly and has 
been found to arrest cell cycle progression in the G2/M phase.361 
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Figure 8.1. Pironetin structure. 
 
Some structure-activity (SAR) studies on pironetin have been reported 
showing that the presence of the conjugated C2−C3 double bond and of the 
hydroxyl group at C-9, either free or methylated, are essential for the biological 
activity. The presence of a (7R)-hydroxyl group also seems to be relevant. It 
has been postulated that the Lys352 residue of the α-tubulin chain adds in a 
Michael fashion to the conjugated double bond of pironetin, therefore forming a 
covalent bond with C-3 of the dihydropyrone ring. In addition, it has been 
suggested that the Asn258 residue of α-tubulin holds the pironetin molecule 
through two hydrogen bonds to the dihydropyrone carbonyl and the methoxyl 
oxygen atoms (Figure 8.2). 
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Figure 8.2. Schematic model of the covalent union of pironetin to its binding site at the 
α-tubulin surface. 
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Colchicine was isolated from leaves of meadow saffron (Colchicum autumnale) 
and has been used in medicine since the 18th Century.  
MeO
MeO
MeO
OMe
O
NH
O
Colchicine
A
C
B
 
Figure 8.3. Colchicine structure. 
 
Colchicine functions as a mitotic poison through inhibition of microtubule 
polymerization by binding to tubulin. The colchicine binding site was identified 
by Ravelli et al. in 2004. These authors reported a tubulin complex formed with 
colchicine and with a stathmin-like domain and demonstrated changes in 
subunits of tubulin switching from a straight conformation to a curved one with 
a consequent loss of lateral contacts that ultimately induces microtubule 
depolymerization.362 However, the utility of colchicine in cancer therapy is 
currently limited, as only doses close to the maximal tolerated dose (MTD) can 
induce reduction in tumor blood perfusion leading to a high risk for toxicity, so 
that the major disadvantage of the colchicine is toxicity and non target cell 
(normal cell) effect.363  
While modification of the A-ring is associated with loss of biological activity, 
there is some tolerance to manipulations of the C-ring. Furthermore, several 
interesting accounts have appeared in relation to modifications of the B-ring at 
the acetamide function. This has led to detailed structure-activity relationships 
(SARs) aimed at overcoming MDR in cancer.364 
                                               
362
 Ravelli, R. B. G.; Gigant, B.; Curmi, P. A.; Jourdain, I.; Lachkar, S.; Sobel, A.; Knossow, M. 
Nature 2004, 428, 198-202. 
363
 Massarotti, A.; Coluccia, A.; Silvestri, R.; Sorba, G.; Brancale, A. Minirewiews 
ChemMedChem 2012 7, 33-42. 
364
 Cosentino, L.; Redondo-Horcajo, M.; Zhao, Y., Santos, A. R.; Kaniz F. Chowdury, K. F.; 
Vinader, V.; Abdallah, Q. M. A.; Abdel-Rahman, H.; Fournier-Dit-Chabert, J.; Steven D. Shnyder, 
  
312 CAPÍTULO VIII 
The naturally occurring stilbene combretastatin A-4 (CA-4), isolated from 
the African tree Combretum caffrum, is one of the most promising compounds 
that interact with tubulin binding at the colchicine site.  
 
 
Figure 8.4. Combretastatin A-4 structure. 
Interest in CA-4 and its derivatives centres not only around their antimitotic 
effects, but also in their ability to selectively compromise the vascular network 
in tumours, resulting in the shutdown of blood flow followed by tumour cell 
death.365 
 
 
Figure 8.5. Colchicine (red) and combretastatin A-4 (blue) binding site in the interface 
of the α,β-tubulin dimer. 
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8.2 MAIN WORK 
One of the goals of this Thesis was the synthesis of hybrid compounds 
containing a moiety of either the combretastatin A-4 or the colchicine type, 
connected with the pironetin-like fragment through a triazole or amide spacer 
of variable length, respectively. The target structures I/II are schematically 
shown in Figure 8.6. 
 
Figure 8.6. Hybrid structures of combretastatin A-4 and colchicine with pironetin 
analogues. 
The last part of the Thesis describes the investigation of the aforementioned 
combretastatin A-4 and colchicine hybrids in relation to their potential 
antiangiogenic, antitelomerase and tubulin-interaction properties. 
 
8.3 SYNTHETIC WORK  
8.3.1 COMBRETASTATIN A-4 HYBRIDS 
The first family of hybrids that was synthetized contained the 
combretastatin A-4 moiety attached to a structurally simple pironetin analogue 
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through a triazole bridge and was called CA-4/5-ADHP. The general 
retrosynthetic analysis for these hybrids is presented in Scheme 8.1. 
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Scheme 8.1. Retrosynthetic analysis of the 1st family of CA-4/pironetin analogue 
hybrids. 
 
The retrosynthetic analysis starts with scission of the triazole by means of a 
1,3-dipolar cycloaddition into alkyne 3-I and azide 3-II. Alkyne 3-I will be 
prepared upon alkylation of combretastatin A-4 with haloalkynes 3-III, prepared 
in turn from hydroxyl esters 3-IV. Azidopyranone 3-II will be synthesized from 
dihydropyranone 3-V (X=leaving group), prepared in turn from hexane-1,6-diol 
3-VI. 
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Combretastatin A-4 was prepared following a published procedure depicted 
in Scheme 8.2.366 
 
Scheme 8.2. Combretastatin A-4 synthesis. 
 
8.3.1.1 SYNTHESIS OF O-ALKYNYL COMBRETASTATINS 
O-alkynyl combretastatin 3.6a was obtained through alkylation of 
combretastatin A-4 with commercially available 5-iodopentyne. 
 
 
Scheme 8.3. Synthesis of O-alkynyl combretastatin 3.6a. 
Reagents and conditions: DMF, K2CO3,  r.t., 24 h, 83%. 
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For the synthesis of O-alkynyl combretastatins 3.6b-d, the necessary 
bromoalkynes 3.5b-d were prepared from bromoesteres 3.2b-d following the 
synthetic sequence depicted in Scheme 8.4. 
Br
n
3.2b n= 6
3.2c n= 9
3.2d n= 14
O
OMe Br OH
n
3.3b n= 6
3.3c n= 9
3.3d n= 14
b
Br
n
3.4b n= 6
3.4c n= 9
3.4d n= 14
O
H
a
Br
n
3.5b n= 6
3.5c n= 9
3.5d n= 14
c
 
Scheme 8.4. Synthesis of bromoalkynes O-alkynil combretastatines 3.5b-d. 
Reagents and conditions: (a) DIBAL, CH2Cl2, 0ºC- r.t., 2 h (3.2b, 76%; (3.2c, 96%; 
3.2d, 99%). (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, then 3.2b-d, -78ºC, 10 min; followed by Et3N, 
-78ºC, 20 min, then r.t., 3 h (3.3b, 88%; 3.3c, 94%; 3.3d, 86%). (c) Ohira-Bestmann's 
reagent, MeOH, K2CO3, 0ºC-r.t., 24 h (3.4b, 44%; 3.4c, 40%, 3.4d, 85%). 
 
O-alkynyl combretastatins 3.6b-d were prepared according to Scheme 8.5. 
 
 
Scheme 8.5. Synthesis of O-alkynil combretastatins. 
Reagents and conditions: (a) DMF, K2CO3,  r. t., 24-48 h (3.6b, 62%; 3.6c, 40%; 
3.6d, 92%). 
 
8.3.1.2 SYNTHESIS OF 5-AZIDOALKYL-4,5-DIHYDROPYRANONES 
Pyrone derivatives 3.14 and its antipode ent-3.14 were prepared according 
to the procedure depicted in Scheme 8.6. 
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Scheme 8.6..Synthesis of azido dihydropyranone 3.14. 
Reagents and conditions: (a) NaH, DMF, 0ºC, 1h then TBAI, PMBCl, 0ºC-r.t. 4h, 
60%. (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, -78ºC, 10 min, then 3.7, -78ºC, 20 min and then 
Et3N, 1 h, r.t. (c) (-)-Ipc2BCl, allyMgBr, Et2O, de -78ºC at r.t. 1h, then -78ºC and 
addition of 3.8, -78 ºC, 1h, 80% (92% e.e.). (d) CH2=CHCOCl, CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 
1h, 94%. (e) 10 mol% cat. (Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, CH2Cl2, reflux, 2h, 80%. (f) DDQ, 
CH2Cl2/H2O (20:1), r.t. 30 min, 70%. (g) TsCl, Et3N, DMAP, CH2Cl2, 1h, r.t. 83%. (h) 
DMF, NaN3, 0ºC-r.t., 3h, 85%. 
 
Hexane-1,6-diol was converted into monoalcohol 3.7 upon reaction with 
NaH followed by O-akylation with PMBCl. Swern oxidation afforded aldehyde 
3.8 which was submitted to Brown´s asymmetric allylation with the chiral 
allylating agent prepared from (−)-diisopinocampheylboron chloride and 
allylmagnesium bromide.367 Homoallylic alcohol 3.9, obtained with 92%ee, was 
submitted to acryloilation and, subsequently, to ring-closing metathesis 
(RCM)368 upon refluxing in CH2Cl2 in the presence of Grubbs first-generation 
catalyst. This provided dihydropyranone 3.11, which was subjected to PMB 
deprotection, followed by tosylation and reaction with sodium azide to afford 
azidopyranone 3.14. 
                                               
367
 Ramachandram, P.V.; Chen, G.M.; Brown, H.C., Tetrahedron Lett., 1997, 38, 2417-2420. 
368
 Fürsner A., Angew. Chem. Int. Ed., 2000, 39, 3012-3043. (b) Jafarpour, L.; Nolan, S.P.; Adv. 
Organometal. Chem., 2000, 46, 181-222. (c) Trnka, T.M.; Grubbs, R.H.; Accs. Chem. Res., 
2001, 34, 18-29. (d) Grubbs, R.H.,Tetrahedron, 2004, 60, 7117-7140. (e) Astruc, D., New, J. 
Chem., 2005, 29, 42-56. (f) Hoveyda, A. H.; Zhugralin, A. R., Nature, 2007, 450, 243-251. 
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Azidopyranone ent-3.14 was prepared following a similar synthetic 
sequence but using the chiral allylating agent prepared from (+)-
diisopinocampheylboron chloride and allylmagnesium bromide (see Scheme 
8.7). 
 
Scheme 8.7. Synthesis of azidihydropyranone ent-3.14. 
Reagents and conditions: (a) (+)-Ipc2BCl, allilMgBr, Et2O, -78ºC, min, r.t. 1h, followed 
by addition of p-methoxybenzylhexanal, -78 ºC, 1h, 89% (90% e.e.). (b) CH2=CHCOCl, 
CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 1h, 55%. (c) 10 mol% cat. (Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, CH2Cl2, 
reflux, 2h, 80%. (d) DDQ, CH2Cl2: H2O (20:1), r.t. 30 min, 70%; (e) TsCl, Et3N, DMAP, 
CH2Cl2, 1h, r. t. 91%. (f) DMF, 0ºC-r.t., NaN3, 3h, 85%. 
8.3.1.3 SYNTHESIS OF COMBRETASTATIN A-4/ADHP HYBRIDS 
Connection of azidodihidropyranones with O-alkynyl combretastatins was 
performed by means of a 1,3-cycloaddition in the presence of a Cu(I) species 
generated in situ by a disproportionation reaction of metallic Cu with the Cu(II) 
salt CuSO4 5H2O. Scheme 8.8 describes the synthesis of hybrids 3.1a-3.1d 
and ent-3.1a-ent-3.1d. 
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Scheme 8.8 
Reagents and conditions: (a) Cu, CuSO4⋅5H2O, THF:MeOH (1:1), 2-4 h, r.t. (3.1a, 
36%; 3.1b, 31%; 3.1c, 51%; 3.1d, 52% and ent-3.1a, 30%; ent-3.1b, 56%; ent-3.1c, 
60%; ent-3.1d, 42%). 
 
8.3.1.4 SYNTHESIS OF A PIRONETIN DERIVATIVE 
For the synthesis of the more elaborated pironetin analogue 3.30, the 
synthetic sequence depicted in Scheme 8.9 was performed. This sequence 
resembles the aforementioned syntheses of 3.14 and ent-3.14 in that Brown´s 
asymmetric allylation methodology is used for the installation of the 
stereogenic centers. Furthermore, Grubbs first-generation catalyst was also 
used for the construction of the dihydropyranone ring. 
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Scheme 8.9. Synthesis of azidodihydropyranone 3.30. 
 
Reagents and conditions: (a) NaH, DMF, 0ºC, 1h, then TBAI y PMBCl, 0ºC-r.t. 4h 
66%. (b) (CO)2Cl2, DMSO, CH2Cl2, -78ºC, 10 min, then 3.16, -78ºC, 20 min and then 
Et3N, 1 h, r.t. (c) (-)-Ipc2BCl, allylMgBr, Et2O, -78ºC, min, r.t.. 1h, then 3.17, -78ºC, 1h, 
90% (87% e.e.). (d) NaH, THF, 0ºC, then MeI, r.t. 18h, 88%. (e) NMO, OsO4, THF:t-
BuOH:H2O (4:10:1), r.t. 18h, then Pb(OAc)4, CH2Cl2, 0ºC, 2h (92% two steps). (f) (+)-
Ipc2BCl, allylMgBr, Et2O, -78ºC, min, r.t. 1h, then 3.20, -78ºC, 1h, 90% (d.r. 86:14). (g) 
2,6-lutidine, TBSOTf, CH2Cl2, 0ºC, 1h, 80%. (h) NMO, OsO4, THF:t-BuOH:H2O 
(4:10:1), r.t. 18h, then Pb(OAc)4, CH2Cl2, 0ºC, 2h (90% two steps). (i) (-)-Ipc2BCl, 
allylMgBr, Et2O, -78ºC, 10 min, r.t. 1h, then 3.23, -78ºC, 1h, 70% (d.r. 76:24). (j) 
CH2=CHCOCl, CH2Cl2, iPr2NEt, -78ºC, 1h, 98%. (k) 10 mol% (Cy3P)2(Cl)2Ru=CHPh, 
CH2Cl2, reflux, 2h, 83%. (l) DDQ, CH2Cl2: H2O (20:1), r.t. 30 min, 84%; (m) TsCl, Et3N, 
DMAP, CH2Cl2, 1h, r.t. 80%; (n) DMF, 0ºC-r.t., NaN3, 3h, 53%. (o) HF 48%, MeCN, r.t., 
4h, 100%. 
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8.3.1.5 SYNTHESIS OF COMBRETASTATIN A-4/PIRONETIN DERIVATIVE 
HYBRIDS 
Scheme 8.10 describes the synthesis of 3.31a-3.31d hybrids which was 
also performed using 1,3-cycloaddition of O-alkynylcombretastatins 3.6a-3.6d 
with azidodihydropyranone 3.30 under similar conditions as depicted in 
Scheme 8.10. 
 
 
Scheme 8.10 
Reagents and conditions: (a) Cu, CuSO4⋅5H2O, THF:MeOH (1:1), 2-4 h, r.t. (3.31a, 
47%; 3.31b, 30%; 3.31c, 50%; 3.31d, 45%. 
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8.3.2  SYNTHESIS OF COLCHICINE HYBRIDS 
The second type of hybrids prepared in this Thesis, briefly called COL/AP 
hybrids, have the general structures depicted in Scheme 8.11. These 
compounds bear a colchicine fragment attached to the pironetin analogue 
through an amide-ester linkage. The retrosynthetic analysis for Col/AP hybrids 
is depicted in Scheme 8.11 and begins with scission of the ester linkage. This 
operation affords colchicine derivatives 4-I and dihydropyranones 4-II. Scission 
of the amide bond in 4-I generates deacetylcolchicine 4-III and diacid 
monoesters 4-IV. Deacetylcolchicine 4-III can be easily prepared from 
colchicine 4-V by means of a literature procedure.  
 
Scheme 8.11. Retrosynthetic analysis for COL/AP hybrids. 
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8.3.2.1 SYNTHESIS OF DEACETYLCOLCHICINE 
Deacetylcolchicine was prepared from colchicine following the synthetic 
sequence described in Scheme 8.12.369 
 
 
Scheme 8.12. Synthesis of deacetylcolchicine. 
Reagents and conditions: (a) Boc2O, Et3N, DMAP, THF, 45ºC, 24 h, 99%. (b) 
NaOMe 2 M, MeOH, 2 h r.t. (c) TFA 98% 5 min, r.t. (global yield of three steps 98%). 
8.3.2.2 SYNTHESIS OF LINKERS 
The preparation of linkers was carried out starting from the commercially 
available compounds suberic acid 4.4b, dodecanedioic acid 4.4c and 
hexadecanedioic acid 4.4d by means of esterification followed by 
hemisaponification (see Scheme 8.13).370 
 
 
Scheme 8.13. Linker syntheses. 
Reagents and conditions: (a) H2SO4 98%, MeOH, 18 h, reflux (100%). (b) KOH in 
MeOH, for 4.6b: CH3CN/Et2O, (1.2:1), 48 h (14%) For 4.6c: CH3CN/Et2O (1.5:1), 24 h, 
(50%); For 4.6c CH3CN/Et2O (1.8:1), 32 h, (33%). 
                                               
369
 (a) Johansson, E.; Dubois, J.; Darbre, T.; Reymond, J. L. Biorg. Med. Chem. 2010, 18, 6589-
6597. (b) Bagnato, J. D.; Eilers, A. L.; Horton, R. A.; Grissom, C. B. J. Org. Chem. 2004, 69, 
8987-8996. 
370
 Vladimir, I. L.; Irina L. Y.; Viktor L. S.; Oleg I. S.; Vladimir I. D.; Mikhail A. K., Bioorg. Med. 
Chem. Lett., 2004, 14, 4253-4256. 
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8.3.2.3 FORMATION OF DEACETYLCOLCHICINE-LINKER FRAGMENT 
The synthesis of colchicine derivative 4.7a (with the five-carbon spacer) 
was achieved upon reaction of deacetylcolchicine 4.3 with glutaric anhydride 
(see Scheme 8.14). 
 
Scheme 8.14 
Reagents and conditions: NMO, DMSO, 45 min, r.t. 84%. 
 
 
The synthesis of colchicine derivatives 4.7b-d were carried out upon DCC-
mediated amidation of deacetylcolchicine 4.3 with diacid monoesters 4.6b-4.6d 
followed by saponification (see Scheme 8.15). 
 
 
Scheme 8.15 
Reagents and conditions: (a) CH2Cl2 4.3 and acids 4.6b-d followed by DCC, DMAP, 
3 h, r.t. 4.7b (73%), 4.7c (82%), 4.7d (76%). (b) LiOH, MeOH:H2O (80:20), 45 min. 
4.8b (64%), 4.8c (73%),4.8d (66%). 
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8.3.2.4 SYNTHESIS OF COLCHICINE/PIRONETIN ANALOGUE HYBRIDS  
Scheme 8.16 describes the synthesis of COL/AP hybrids 4.9a-d and 4.10a-
d. Fragment coupling was performed by means of the Yamaguchi method. 
 
 
Scheme 8.16 
Reagents and conditions: (a) 2,4,6-trichlorobenzoyl chloride, Et3N, CH2Cl2, 5 h, r.t.; 
then, DMAP and alcohol in CH2Cl2, 1h, r.t. 4.9a 33%; 4.9b 50%; 4.9c 45%; 4.9d 57%. 
4.10a 44%; 4.10b 67%; 4.10c 83%; 4.10d 54%. 
 
Hybrids 4.12a-d were prepared by Yamaguchi esterification followed by 
TBS removal as depicted in Scheme 8.17. 
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Scheme 8.17 
Reagents and conditions: (a) 2,4,6-trichlorobenzoyl chloride, Et3N, 5 h, r.t., then 
alcohol 3.27 in CH2Cl2, DMAP, 1 h, r.t. 4.11a 23%; 4.11b 43%; 4.11c 55%; 4.11d 26%. 
(b) HF 48% CH3CN, 3 h, r.t. 4.12a 57%; 4.12b 67%; 4.12c 84%; 4.12d 61%).  
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8.4 BIOLOGICAL ANALYSIS 
8.4.1   CITOTOXICITY OF THE HYBRIDS TOWARDS HT-29, MCF-7 AND 
HEK-293 CELL LINES 
Citotoxicity of the CA-4/PA hybrids 3.1a-d, ent-3.1a-d, 3.31a-d and COL/PA 
hybrids 4.9a-d, 4.10a-d, 4.12a-d (see Figure 8.12) were assessed. To this 
purpose, MTT assays were performed using two tumoral cells, the human 
colon HT-29 and the breast adenocarcinoma MCF-7 cell lines, as well as one 
normal cell line, the human embryonic kidney cell line, HEK-293371. Cytotoxicity 
values, expressed as the compound concentration (µmol/L) that causes 50% 
inhibition of cell growth (IC50), are shown in Table 8.1 and Table 8.2. 
Table 8.1 Cytotoxicities with selectivity margin for CA-4/PA hybrids. 
Compound IC50 (µM) Selectivity margin 
HT-29 µM MCF-7 µM HEK-293 µM αa βb 
pironetin 8±2 18±3 46±6 5,75 2,5 
CA-4 4,2±0,5 1,0±0,2 25±3 5,95 25,00 
DHP 25±12 2,5±0,4 >100 >4 >40 
3.1a 40±2 40,0±0,3 1,7±0,3 0,04 0,04 
3.1b 8±1 39±3 9,3±0,2 1,2 0,03 
3.1c 9±1 29±6 4,5±0,3 0,5 0,2 
3.1d 22±3 66±4 16±1 0,7 0,2 
ent-3.1a 9,3±0,8 20±5 34±10 3,7 1,7 
ent-3.1b 11±1 32±4 40±1 3,6 1,25 
ent-3.1c 17,5±0,1 13±3 13±3 0,7 1 
ent-3.1d 8±3 37±3 2,6±1,3 0,3 0.07 
3.31a 24,0±0,2 23±6 30±5 1,2 1,3 
3.31b 8±1 7±2 21±4 2,6 3 
3.31c 17,3±0,4 20±3 40±5 2,3 2 
3.31d 0,40±0,05 63±2 32±10 80 0,5 
a
α = IC50(HEK293)/IC50(HT-29), bβ = IC50(HEK293)/IC50(MCF-7). 
                                               
371
 Arden, N.; Betenbaugh, M. J. Trends Biotechnol. 2004, 22, 174-180. 
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Compound DHP corresponds to the acronym of dihydroxydihydropyranone 
and was obtained from desilylation of compound 3.27 (see Scheme 8.18). 
 
Scheme 8.18. DHP synthesis. 
Table 8.2 Cytotoxicities with selectivity margin for COL/PA hybrids 
Compound 
IC50 (µM) Selectivity margin 
HT-29 µM MCF-7 µM HEK-293 µM α β 
colchicine 0,05±0.003 0,012±0.007 0,005±0.001 0,10 0,04 
pironetin 8±2 18±3 46±6 5,75 2,5 
4.9a 21±6 0,7±0,2 6,1±2,3 0,29 8,71 
4.9b 20±8 0,29±0,24 33±24 1,63 112,28 
4.9c 18±3 0,33±0,18 1,4±0,95 0,08 4,24 
4.9d 8±5 0,6±0,3 0,44±0,09 0,06 0,73 
4.10a 65±15 19,0±1,4 0,4±0,3 0,01 0,02 
4.10b 38,83±6,47 11,94±4,9 0,7±0,2 0,02 0,06 
4.10c 40±6 0,3±0,2 24±10 0,60 80,00 
4.10d 30±19 0,5±0,1 0,5±0,1 0,02 1,00 
4.12a 7,2±1,4 36±7 14±3 1,94 0,39 
4.12b 3,8±0,7 9,4±3,0 7,0±1,4 1,84 0,74 
4.12c 31,3±11,3 60,2±1,3 3,8±0,6 0,12 0,06 
4.12d 1,4±0,8 28±0,1 2,3±1,2 1,64 0,08 
a
α = IC50(HEK293)/IC50(HT-29), bβ = IC50(HEK293)/IC50(MCF-7). 
The observed values are in the low to medium micromolar range, with 
compound 3.31d showing the lowest values in HT-29 and 4.9b in MCF-7. In 
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addition, it is worth mentioning that some of the synthetic compounds are much 
more toxic for tumoral cells than for normal ones, an obviously desirable 
feature. This can better appreciated with the α and β coefficients, obtained by 
dividing the IC50 values of the normal cell line by those of one or the other 
tumoral cell line. The higher value of either coefficient, the higher the 
therapeutic safety margin of the compound in the corresponding cell line.  
8.4.2 STUDY OF THE ANTIANGIOGENIC ACTIVITY 
A selection of compounds was made for the study of the antiangiogenic 
activity. To this purpose, the cytotoxicity (measured as the IC50 value) and the 
antimitotic behavior (observed at the microscope) were taken into account. In 
addition, a representative hybrid of each family was included. 
Then, the ability of combretastatin hybrids 3.1a, 3.1c, 3.1d, ent-3.1a, ent-
3.1c, 3.31a, 3.31c, the colchicine hybrids 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c, and the 
pironetin analogue DHP to inhibit the production of VEGF protein in HT-29 
tumoral cells was measured. Figure 8.5 shows the results of VEGF production 
obtained by means of ELISA measurements after treatment of HT-29 tumoral 
cells with CA-4, colchicine, pironetin and the corresponding synthetic 
compound dissolved in DMSO during 48h (in all cases, 5 µg/mL concentrations 
were used).  
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Figure 8.5. Expression of VEGF from HT-29 cells treated with DMSO and the 
corresponding compounds in DMSO at a concentration 5µM an 72h. 
The observed VEGF production was standardized to 100% with the value 
observed with the control substance. The other values were then referred to it. 
Thus, colchicine caused the highest degree of inhibition in the VEGF 
production, which underwent a reduction to 40% of the control value, that is, a 
60% reduction of this value. 
Table 8.3 and Table 8.4 present the numerical percentages of VEGF 
inhibition observed with the compounds investigated. In summary, it can be 
observed that: 
a) Combretastatin A-4 and pironetin inhibit VEGF production around to 
50%. Moreover, colchicine and derivatives 4.12a y 4.12c reduce VEGF 
production in tumoral cells betwen 56-60%. 
b)  Pironetin derivative DHP does not cause a noticeable inhibition in the 
VEGF secretion for the cells HT-29. As regards the combretastatin A-4 hybrids, 
their ability to inhibit VEGF production is in all cases lower than that of 
combretastatin A-4 itself. This indicates that the linkage of dihydropyranones to 
the combretastatin A-4 fragment leads to a marked decrease of the activity of 
the latter molecule. 
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c) The colchicine hybrids exhibit in general inhibition values that are 
comparable with that of colchicine itself. 
Table 8.3. Percentage of VEGF inhibition for the CA-4 hybrids at 5 µM in HT-29. 
Compound Structure VEGF inhibition (%) 
CA-4 
 
52 
Pironetin 
 
50 
Colchicine 
MeO
MeO
MeO
O
OMe
N
H
O
 
60 
DHDP 
 
7 
3.1c 
 
4 
3.1d 
 
37 
ent-3.1a 
 
16 
ent-3.1c 
 
5 
3.31a 
 
16 
3.31c 
 
11 
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Table 8.4. Percentage of VEGF inhibition for the colchicine hybrids at 5 µM in HT-29. 
Compound Structure VEGF inhibition (%) 
4.9a 
 
55 
4.9c 
 
36 
4.12a 
 
56 
4.12c 
 
56 
 
 
In order to determine whether the compounds under study were able to 
control protein production at the transcriptional level, we performed a 
quantitative reverse transcriptase/polymerase chain reaction (RT-qPCR) 
analysis from selected compounds. 
HT-29 cells were collected after serum starvation for 24 h. Cells were 
incubated with CA-4, colchicine, pironetin and the corresponding hybrid 
compound at a concentration of 5 µg/mL in DMSO for 72 h. Culture 
supernatants were collected, the total RNA was extracted from each sample 
using the extraction kit Ambion and then reverse-transcripted to cDNA. 
The CT (cycle number, inversely proportional to DNA) provided from real-
time PCR instrumentation were imported into a spreadsheet program such as 
Microsoft Excel. To demonstrate the analysis, data are reported from a 
quantitative gene expression (RQ). Changes in the gene expression were 
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measured and normalized to an endogenous control β-actin and calculated 
along with an internal control or calibrator (untreated sample cells). The 
normalization based on an endogenous control is required in order to correct 
results for differing amounts of input RNA372. 
The levels of VEGF gene expression were determined by real-time PCR 
and showed in Figure 8.6. 
 
Figure 8.6. RQ values and expression percentage for VEGF gene. 
In order to have a better understanding of the effect of compounds and of 
the relationship between gene and protein VEGF, we present in Table 8.5 the 
percentage of gene VEGF inhibition and protein inhibition accompanied of a 
linear representation (Figure 8.7) of the percentage of expression gene-protein. 
It is worth mentioning that the percentages are referred to a 100% value 
assigned to non treated cells. 
 
                                               
372(a) Kenneth, J. L.; Schmittgen, T. D., METHODS, 2001, 25, 402-08. (b) Ebrahimnezhad, J.; 
Zarghami, N.; Keyhani, M.; Amirsaadat, S.; Akbarzadeh, A.; Rahmati, M.; Taheri, Z.M.; Nejati-
Koshki, K. BioImpacts, 2013, 3, 67-74. 
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Table 8.5. Comparative between gene and protein VEGF expressed as a percentage 
of inhibition. 
Compound gene VEGF inhibition (%) VEGF protein inhibition (%) 
CA-4 60 52 
pironetina 48 50 
Colchicina 96 60 
DHP 56 7 
3.1c 40 4 
3.1d 50 37 
ent-3.1a 55 16 
ent-3.1c 0 5 
3.31a 22 16 
3.31c 14 11 
4.9a 94 55 
4.9c 97 36 
4.12a 30 56 
4.12c 93 56 
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Figure 8.7. Correlation between gene and protein VEGF expressed as percentage of 
expression. 
 
It can be observed that combretastatin A-4, pironetin and most of the 
combretastatin derivatives ent-3.1c, 3.1d, 3.31a y 3.31c fit with a linear 
regression. This fact suggests that these compounds are able to regulate 
VEGF production at the transcriptional level.  
On the other hand, colchicine, compound DHP, hybrids 3.1c, ent-3.1a, 
4.9a, 4.9c, 4.12a and 4.12c do not follow this linear relationship but showed 
and upregulation VEGF protein with a downregulation in VEGF mRNA. This is 
possibly due the fact that regulation of VEGF by these compounds happens at 
post-transcription level so that mRNA levels of VEGF cannot be used to predict 
VEGF protein producction. The mechanism in regulating VEGF expression is 
different for aformentioned compounds than for the compounds that follow 
linear relationship. An hypothesis for this fact is that some isoforms of VEGF 
protein have less diffusibility in vivo than others, and they can be accumulated 
in the citoplasm. The mentioned VEGF with less diffusibility could release 
VEGF diffusibility isoforms slowly over time. To support this hypothesis, the 
selected hybrid compounds were studied to determine the VEGF inhhibition 
after 96h of incubation, and compared with the previous results obtained for 
  
336 CAPÍTULO VIII 
the experiment at 72h. Figure 8.8 shows the percentages of VEGF expression 
for the different compounds after incubation for 96 h. 
 
 
Figure 8.8. Expression of VEGF from HT-29 cells treated with DMSO and the 
corresponding compounds in DMSO at a concentration 5µM after 96h. 
Comparing with previous ELISA experiment results at 72h (Figure 8.5), 
colchicine derivatives 4.9c y 4.12c exhibit at 96 h a decrease in exogenous 
VEGF production from 64% to 37 % and from 44% to 26% respectively.  
8.4.3 STUDY OF THE ANTITELOMERASE ACTIVITY 
Human telomerase is regulated during development and differentiation, 
mainly through transcriptional control of TERT gene, the expression of which is 
restricted to cells that exhibit telomerase activity. For the expression of hTERT 
gene, two transcriptional factors called c-Myc and sp1, among others, have 
been found to play an important role. As a preliminary study of the potential 
anti-telomerase activity through inhibition of the expression of hTERT and c-
Myc genes hybrid compounds 3.1a, 3.1c, 3.1d, ent-3.1a, ent-3.1c, 3.31a, 
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3.31c, 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c, and pironetin analogue DHP, were investi-
gated. 
As in the previous case, cDNA was analyzed under RT-qPCR to study the 
gene expression controlling the production of telomerase. The results are 
shown in the Figure 8.9. 
 
 
Figure 8.9. Percentage of expression for hTERT and c-MYC. 
 
As regards hTERT expression, colchicine (20%), 4.9c (19%), 4.12c (42%) 
and 4.9a (67%) showed the lowest gene expression. Combretastatin A-4 
(85%) and ent-3.1a (86%) showed little effect on hTERT gen expression. The 
other compounds not only were unable to inhibit hTERT expression but also 
increased the gene expression compared with non treated cells. 
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Table 8.6. Inhibition percentages for hTERT and c-MYC. 
Compound TERT inhibition (%)  MYC inhibition (%) 
CA-4 15 65 
Pironetin 0 0 
Colchicine 80 94 
DHP 0 0 
3.1c 0 29 
3.1d 0 30 
ent-3.1a 14 76 
ent-3.1c 0 63 
3.31a 0 0 
3.31c 0 37 
4.9a 33 84 
4.9c 81 95 
4.12a 0 3 
4.12c 58 85 
Considering c-Myc gene expression the most active compounds were 
colchicine (6%), 4.9c (5%), 4.12c (15%) and 4.9a (16%). Combretastatin A-4 
(35%), ent-3.1c (37%), 3.31c (63%), 3.1c (71%) y 3.1d (70%) also showed low 
levels of gene expression. Table 8.6 shows inhibition percentages for both 
hTERT and c-Myc genes. 
In order to easily observe how the synthetic compounds influence both 
hTERT and c-MYC genes, hTERT gene expression was plotted in front of c-
MYC gen expression. Pironetin, colchicine, DHP, 3.1c, 3.1d, 3.31a, 4.9c, 
4.12a and 4.12c follow a linear relationship thus suggesting that those 
compounds are able to control hTERT expression by regulating c-MYC at 
transcriptional level. The other compounds could regulate telomerase 
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expression through different mechanisms, for example by controlling 
expression of an alternative transcriptional factor as sp1. 
 
Figure 8.10. Correlation between hTERT and c-MYC expression. 
 
In Figure 8.11 a tridimentional representation of the effect of different 
selected compounds on VEGF gene (blue), VEGF protein (red), hTERT gene 
(green) and c-MYC gene (purple) inhibition is depicted. The best results were 
found for colchicine and compounds 4.9a, 4.9c and 4.12c. Comparing figures 
of VEGF and telomerase inhibition with safety factors (α), we found that 
compounds 4.9c, 4.12c  (α = 0.1) and 4.9a (α = 0.3) are similar to colchicine (α 
= 0.1) in terms of activity and toxicity. Compound 4.12a exhibits a safety factor 
(α = 1.9) which is 19 times higher than in the case of colchicine. Nevertheless, 
his activity decrease notably in the regulation of VEGF and telomerase. 
Combretastatin hybrid ent-3.1a shows good safety margin (α = 3.7) and is able 
to downregulate expression of both VEGF and telomerase with figures 
comparable to CA-4. 
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Figure 8.11. Tridimentional representation of the effect of different selected 
compounds on VEGF gene (blue) VEGF protein (red), TERT (green) and c-MYC 
(purple) expressed as inhibition percentage. 
 
8.4.4 STUDY OF THE INTERACTION WITH TUBULIN 
Tubulin is a heterodimer constituted by two noncovalently bounded 
monomers called α- and β-tubulin. Both subunits carry a GTP molecule, with 
the one present in β-tubulin being exchangeable and that in α-tubulin being 
nonexchangeable. A microtubule is a tube constructed from parallel linear 
polymers (protofilaments) in which tubulin heterodimers are assembled head to 
tail in a polar fashion. Microtubules form the mitotic spindle and maintain a 
delicate state of balance between assembly and disassembly.373 Formation of 
the spindle and the movement of chromosomes to opposite spindle poles 
depend on carefully coordinated extension or shrinkage at both ends of the 
microtubules in the spindle. 
The role of microtubules in the process of cell division makes them an 
important target for antimitotic drugs. A variety of drugs are known to inhibit 
                                               
373
 Azarenko, O.; Okouneva, T.; Singletary, K. W.; Jordan, M. A.; Wilson, L., Carcinogenesis, 
2008, 29, 2360-2368.  
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microtubule assembly and therefore arrest cells in mitosis, when microtubules 
are most dynamic and least stable.374 
8.4.4.1 CITOTOXICITY IN HUMAN OVARIAN CARCINOMA CELL LINES 
(cell proliferation) 
In order to check whether the newly synthesized compounds were or not 
cytotoxic through binding tubulin mechanism, IC50 values on two tumoral cell 
lines, the A2780 (sensitive line) and A2780AD (resistant line) human ovarian 
carcinomas, were first determined (see Table 8.7). The hybrids selected for 
these studies were the CA-4/PA hybrids 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, the COL/PA 
hybrids 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c, and their synthetic precursors 3.12, ent-3.12, 
DHP. For the shake of comparison, pironetin, CA-4 and colchicine were also 
investigated (see Figure 8.12). 
                                               
374
 Amos, L.; Schlieper, D. Adv. Protein Chem. 2005, 71, 257-298. 
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Figure 8.12. Structures of molecules selected for tubulin interaction studies. 
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Table 8.7. Cytotoxicity of CA-4 and colchicine hybrids in the sensitive (A2780) and the 
resistant (A2780AD) ovarian carcinoma cell lines. 
Compound A2780(µM) A2780AD(µM) R/Sc 
Pironetin 0,008±0,0001 0,025±0,0009 3 
CA-4 0,002±0,0001 0,002±0,0003 1 
Colchicine 0,015±0.002 306±34 20 
DHP 22,2±0,9 28±4 1,3 
3.12 42±8 48±9 1,1 
ent-3.12 45,2±7 47±7 1 
3.1c 4,2±0,1 9,6±0,4 2.3 
ent-3.1c 4,1±0,1 7,5±1,5 1,8 
3.31a 9,1±0,4 82,7±20 9 
4.9a 0,05±0,001 59±10 1180 
4.9c 0,24±0,002 26,5±0,4 110 
4.12a 1,9±0,1 >100 - 
4.12c 0,04±0,002 14,8±1 370 
aIC50 (50% inhibition of cell proliferation) of the ligands determined in ovarian 
carcinomas. 
bIC50 values (µM) are the mean ± standard error of two independent 
experiments done in duplicate. 
cThe relative resistance of A2780AD cell line, obtained dividing the IC50 of the 
resistant cell line by the IC50 of the parental A2780 cell line. 
 
 
According to the results shown in Table 1.8, pironetin, combretastatin A-4 
and colchicine show cytotoxicity values in the nanomolar range in both the 
sensitive and resistant line. Compounds 4.9a and 4.12c exhibit cytotoxicity 
similar to colchicine for the cell line A2780. However their cytotoxic activity is 
much lower in the resistant line. 
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Compounds 3.1c, ent-3.1c, 3.31a exhibit lower cytotoxicity although this 
activity is maintained for resistant variant except for 3.31a. In this case, 
cytotoxicity in the resistant line decreases. 
It can be deduced from IC50 data that hybrids containing colchicine fragment 
are more cytotoxic than those with CA-4 fragment, however, the former are 
less cytotoxic to the resistant line, as indicated by the R/S values. 
8.4.4.2 STUDIES ON THE CELL CYCLE (flow cytometry) 
In the next experiment, we studied the arrest of cells in the G2/M phase of 
the cell cycle of the A549 cellular line. These studies were performed on 
ligands 3.1c, ent-3.1c, 3.31a, 4.9a, 4.9c, 4.12a, 4.12c and its precursors 3.12, 
ent-3.12, as well as in DHP and colchicine (see Figure 8.12). Cells were 
incubated for 20 hours in the presence of the different ligands.  
 
 
Figure 8.13. Cell cycle histograms of A549 lung carcinoma cells untreated and treated 
with colchicine, CA-4 hybrids and isolated colchicine. 
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Colchicine at 50 nM concentration almost completely arrested cells in the 
G2/M phase. Hybrid compounds 3.9a, 3.9c, 3.12a, 3.12c exert the same 
behavior as colchicine but a higher concentration (5-10 µM). In the case of 
compounds ent-3.12 (100µM) and 3.31a (25µM) an increase in the number of 
cells in G2/M phase with respect to the control cells was observed. This effect 
was more pronounced with compound DHP at 100µM, the ligand containing 
stereogenic centers in C-5, C-7 and C-9 with the same configuration as in 
pironetin (see Figure 8.12). However, 3.1c and ent-3.1c ligands, at 25 µM, are 
unable to arrest cells at the G2/M phase. 
8.4.4.3 TUBULIN ASSEMBLY 
Stability and functional properties of microtubules in cells are modified by 
their interactions with microtubule-associated proteins (MAPs). In vitro, purified 
tubulin is fully capable of self-assembly into microtubules at the critical 
concentration, provided GTP is present. Importantly, GTP hydrolysis, which 
follows assembly, is required for microtubule disassembly and gives rise to the 
property of dynamic instability. The critical concentration Cr is defined as the 
minimum concentration necessary for the dimers assembling into microtubules. 
For a concentration of tubulin dimers lower than Cr, tubulin assembly is 
arrested. 
The aim of the next experiment is to study the ability of compounds to inhibit 
the assembly of purified tubulin into microtubules. The critical concentration 
required for tubulin assembly was determined in GAB (glycol buffer) in the 
presence of a large excess of ligand (100 µM). The concentration of tubulin 
required to produce assembly in the absence of ligands is 3.30 ± 0.10 µM 
(DMSO vehicle). 
The highest activity was shown by compounds 3.31a and 4.9c, with values 
being somewhat higher than that of the control. For the sake of comparison, 
values for the control, docetaxel (a microtubule-stabilizing agent) and pironetin 
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are 3.30 ± 0.10 µM, 0.4 ± 0.1 µM and > 15 µM, respectively. From this 
preliminary study it can be concluded that, although no significant differences 
compared to control, compounds 4.9c and 3.31a exhibit higher Cr figures. 
Furthermore, the Cr value for the compound 4.12c is slightly lower than the 
control, which might point to a possible microtubule stabilizing effect. 
 
Table 8.8. Critical concentration (Cr) of tubulin required for 
microtubule assembly induced by studied compounds. 
Liganda Cr (µM)b 
Control 3,30± 0,1 
Docetaxel 0,4± 0,1 
CA-4 6±1 
Pironetin >15 
3.12 3,6 ± 0,5 
ent-3.12 3,3 ± 0,2 
DHP 3,1 ± 0,6 
3.1c 3,4±0,3 
ent-3.1c 3,38±0,6 
3.31a 3,6±0,3 
4.9a 3,5± 0,3 
4.9c 3,7 ± 0,2 
4.12a 3,50 ± 0,4 
4.12c 2,8± 0,2 
a Concentrations are 25 µM for docetaxel and 100 µM for compounds. 
bCr values are the mean ± standard error of three independent experiments. 
8.4.4.4 STUDY ON THE MICROTUBULE CYTOSKELETON EFFECT  
To study the effect of the combretastatin A-4 and pironetin hybrids on the 
microtubule cytoskeleton, the A549 lung carcinoma cells were incubated in the 
presence of these compounds for 24h. As shown in Figure 8.14, compounds 
3.12 (B and inset) and ent-3.12 (C and inset) at 200 µM do not show 
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significant effects on cellular microtubules or DNA morphology and some type 
III mitotic spindles can be observed.338 In addition, combretastatatin A-4 (H) 
and inset), DHP (D and inset) and hybrid 3.31a (G) induce aberrant mitosis at 
indicated concentrations and give rise to a depolymerized microtubule showing 
abnormal mitotic spindles type IV. For compound 3.1c at 25 µM (E) and ent-
3.1c at 50 µM (F), the nuclei in the cells have shrunk and are smaller than of 
the control cells as a consequence of the cytotoxicity of these compounds. 
 
Figure 8.14. Effect of the CA-4 hybrids on the cytoplasmatic microtubule network of 
A549 lung carcinoma cells. Cells were incubated in DMSO (A), 3.12 200 µM (B), ent-
3.12 200 µM (C), DHP 200 µM (D), 3.1c 25 µM (E), ent-3.1c 50 µM (F), 3.31a 50 µM 
(G), CA-4 50 nM (H). Microtubules were inmunostained with α-tubulin (green) 
antibodies. DNA was stained with Hoechst 33342 (blue). Inserts (upper right of the 
box) are mitotic spindles from the same preparation. Scale bar = 10 µM. 
Results for colchicine hybrids, DMSO control (A) and colchicine (D) are 
presented in Figure 8.15. Compounds 4.9a (B, 1 µM), 4.9c (C, 5 µM), and 
4.12a (20 µM, E) and 4.12c (1 µM, F) and colchicine completely deplete 
cytoplasmatic microtubules with the chromosomes being arranged in a ball of 
condensed DNA with no microtubules. 
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Figure 8.15. Effect of the CA-4 hybrids on the cytoplasmatic microtubule network of 
A549 lung carcinoma cells. Cells were incubated in DMSO (A), 4.9a 1 µM (B), 4.9c 5 
µM (C), colchicine 50 nM (D), 4.12a 20 µM (E), 4.12c 1 µM (F). Microtubules were 
inmunostained with a-tubulin (green) antibodies; DNA was stained with Hoechst 33342 
(blue); Inserts (upper right of the boxes) are mitotic spindles from the same 
preparation. Scale bar = 10 µM. 
8.5 CONCLUSIONS 
1) Two families of hybrid compounds have been synthesized. One of them 
bears a combretastatin A-4 fragment connected to analogues of pironetin 
through a triazol linker of variable lenght. The other family bears a colchicine 
fragment connected to analogues of pironetin through an amide linker of 
variable lenght.  
2) Results obtained in antiangiogenesis experiments show that the highest 
inhibition values for VEGF gene are achieved with compounds 4.9a (94%), 
4.9c (97%) and 4.12c (92%) and the highest inhibition values for VEGF protein 
production are achieved with compounds 4.9a (55%), 4.12a and 4.12c (56%). 
3) Considering antitelomerase analyses, the best results in hTERT gen 
inhibition are reached with compounds 4.9c (81%) and 4.12c (58%) and 
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highest inhibition values for c-MYC are obtained with compounds ent-3.1a 
(76%), 4.9a (84%), 4.9c (95%) and 4.12c (85%). 
4) Cell cycle experiments have shown that hybrid compounds 3.9a, 3.9c, 
4.12a, 4.12c exert the same behavior as colchicine but a higher concentration 
(5-10 µM). 
5) Tubulin assembly assays have shown the higher critical concentration 
values (Cr) for compounds 3.31a and 4.9c, although the differences in Cr 
relative to control are not significant. 
6) Studies on the microtubule cytoskeleton effect show that analogue DHP, 
colchicine hybrids and combretastatin hybrid 3.31a induce aberrant mitosis and 
give rise to a depolymerized microtubule network. In addition, compounds 3.12 
and ent-3.12 do not show significant effects on cellular microtubules. 
7) As a final conclusion we can say that colchicine hybrids are able to 
downregulate expression of VEGF and telomerase. Furthermore they are able 
to block cells in G2/M phase and show depolymerization of microtubules. All 
these results are comparable in terms of activity and toxicity to colchicine itself. 
Regarding CA-4 hybrids, compound ent-3.1a exhibits the highest inhibition 
figures for VEGF and telomerase, showing an α=3.7 safety margin. Compound 
3.31a, at 25 µM, increase the number of cells in G2/M phase relative to control 
showing microtubule depolymerization at 50 µM. 
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